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1. Einleitung 
1.1 Grundlagen 
Die Neuoretina des Menschen kleidet den hinteren Abschnitt des Bulbus aus 
und ist ein komplexes Sinnesepithel, das Lichtreize empfängt, filtert und 
weiterleitet. Sie ist circa 200 µm dick und besteht aus Photorezeptorzellen, 
Interneuronen, Glia- und Ganglienzellen (Lüllmann-Rauch 2003). 
Das erste Neuron der Sehbahn wird von den Photorezeptoren (PR) gebildet, 
die vom Glaskörper aus gesehen die äußerste neuroretinale Schicht darstellen.  
Eine besonders hohe Dichte an PR findet sich an der als “gelber Fleck”  
bezeichneten Makula der Neuroretina, der Stelle des zentralen Sehens.   
Die Erregungsleitung beginnt in den sehpigmenthaltigen Anteilen der PR mit 
der Absorption von Licht. Nach Umwandlung der optischen Reize in elektrische 
Impulse werden die Signale an das zweite Neuron der Sehbahn weitergeleitet.  
Die zweite Neuronenschicht besteht aus Bipolarzellen, die von den PR aus 
gesehen apikal, in Richtung des Glaskörperraumes liegen.  
Das dritte Neuron der Sehbahn wird von den Ganglienzellen gebildet. Die 
Ganglienzellen empfangen Impulse von den Bipolarzellen und ihre Axone 
vereinigen sich an der Papille zum Sehnerv. Der Nervus opticus verlässt den 
Bulbus und die Bildinformationen werden auf dem Weg zum visuellen, 
occipitalen Kortex im Zwischenhirn verschaltet.   
Die innere limitierende Membran, auch Membrana limitans interna (ILM) 
genannt, grenzt die Neuroretina zum Glaskörperraum hin ab. Die ILM stellt die 
innerste Retinaschicht dar und besteht aus apikalen Müllerzellendfüßen und 
Proteinen der Basalmembran.   
Die sich basal anschließende Nervenfaserschicht (NFL) besteht aus  marklosen 
Axonen der Ganglienzellen und Astrozyten, den Bindegewebszellen des 
zentralen Nervensystems. Die darunter folgende Ganglienzellschicht (GCL) 
enthält neben den Somata der Ganglienzellen auch Interneurone. Interneurone 
sind durch komplexe Verschaltungen am Filtern und Bündeln der Bild-
information beteiligt. Der Verschaltung dient auch die innere, plexiforme Schicht 
(IPL), die basal der GCL liegt. In ihr finden sich Mikrogliazellen und zahlreiche 
Synapsen zwischen den Dendriten der Bipolarzellen, der amakrinen Zellen, der 
Horizontalzellen und  der Ganglienzellen.  
Die folgende, zweite Neuronenschicht, die innere Körnerzellschicht (INL), 
enthält Zellkerne von Bipolarzellen, Interneuronen und Müllerzellen. Bis zur INL 
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wird die Blutversorgung über intraretinale Äste der A. centralis retinae 
gewährleistet. Das geschlossene Epithel dieser Blutgefäße bildet die innere 
Blut-Retina-Schranke. 
In der sich an die INL anschließenden äußeren, plexiformen Schicht (OPL) 
liegen die Synapsen zwischen Photorezeptor und Bipolarzelle, dem ersten und 
zweiten Neuron der Sehbahn.  Die Photorezeptoren (PR), werden in Stäbchen 
und Zapfen unterteilt. Ihre Zellkerne liegen ca. zehnreihig in der äußeren 
Körnerzellschicht (ONL), die sich der OPL basal anschließt. Zwischen Innen- 
und Außensegment der PR liegt die äußere, limitierende Membran (OLM). Sie 
wird durch Zellkontakte zwischen Innensegmenten der Photorezeptoren und 
basalen Müllerzellendfüßen gebildet.  
Die Außensegmente (OS) der PR, die das Sehpigment enthalten, sind mit 
zottigen Fortsätzen in das retinale Pigmentepithel (RPE) gebettet. Das 
einschichtige RPE wird aus melaninhaltigen Zellen gebildet, die eine 
ungerichtete Rückreflektion von Licht zu den PR verhindern. RPE-Zellen sind 
durch „tight junctions“ miteinander verbunden und bilden die äußere Blut-
Retina-Schranke zwischen Kapillaren der Choroidea und retinalen Zellen. Sie 
vermitteln den Stoffaustausch zwischen Netzhaut und Aderhaut und sind an der 
Metabolisierung der Photorezeptoraußensegmente beteiligt.  
Die Retina und das RPE sind im Bereich des Sehnervenaustritt und an der Ora 
Serrata fest miteinander verbunden. Im restlichen hinteren Augenabschnitt 
haften die beiden Schichten nur locker aneinander. Dieser durch die 
Embryonalentwicklung entstandene kapilläre Spalt wird als Subretinalraum 
bezeichnet.  Aus dem äußeren Blatt des neuroektodermalen Augenbechers 
entwickelt sich das RPE, aus dem inneren Blatt die  Neuroretina.  
Als nächste Gewebeschicht basal des RPE schließt sich die Bruch-Membran 
an. Sie ist 2-4 µm dick und besteht aus fünf Schichten. Die innere Basal-
membran des RPE, die äußere Kollagenschicht, die Elastinschicht, die innere 
Kollagenschicht und die äußere Basalmembran (BM) der Choriokapillaris 
(Ugarte et al. 2005).  
Weitere Gewebeschicht des hinteren Augenabschnitts sind die Choriokapillaris 
und die Chorioidea, deren Stroma von Blutgefäßen und Melanozyten durchsetzt 
ist. PR und RPE sind abhängig vom Nährstofftransport aus dem Kapillarnetz 
der Chorioidea. Als letzte Schicht schließt sich die Sklera an, eine derbe 
Bindegewebsschicht.  
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1.2 Altersabhängige Makuladegeneration 
Die altersabhängige Makuladegeneration (AMD) stellt in der westlichen Welt 
eine führende Ätiologie von Sehbehinderungen dar (Wang et al. 2007). Durch 
den durch die Krankheit verursachten, zentralen Visusverlust sind die Patienten 
im Alltag stark beeinträchtigt und auf Hilfe angewiesen. Die Prävalenz der AMD 
liegt bei Patienten über dem 85. Lebensjahr bei 13% und steigt mit dem Alter 
signifikant an (Kawasaki et al. 2010).   
Durch die zunehmende Lebenserwartung, vorallem in den Industrienationen, 
wird die Prävalenz der AMD weiter ansteigen (Bressler 2004). Die AMD ist eine 
progrediente, degenerative Erkrankung der zentralen Neuroretina, des RPE und 
der Chorioidea (Del Priore et al. 2006). Äthiopathogenetisch handelt es sich bei 
der AMD um einen spezifischen Funktionsverlust der submakulären RPE-
Zellen. Bei der Entstehung dieser Dysfunktion spielen sowohl genetische Deter-
minanten als auch exogene und endogene Faktoren eine Rolle (Jager et al. 
2008). Die klinische Manifestation der AMD lässt sich einteilen in eine trockene, 
atrophische und in eine feuchte, neovaskuläre Form. Die trockene Form ist 
durch eine progrediente Bildung von Drusen charakterisiert und wird bisher nur 
mit einen nutritiven  Therapieansatz behandelt (Eandi et al. 2009).  
Frühe Stadien der feuchten AMD sind charakterisiert durch die Anwesenheit 
von Drusen und durch eine fokale Hypertrophie und Hyperplasie des RPE 
(Gass et al. 2003).  
Späte Stadien imponieren mit einer lokalen Atrophie des RPE, einer 
fragmentierten calzifizierten Bruch-Membran und Neovaskularisationen (Spraul 
et al. 1999). Durch das Einwachsen von choroidalen Neovaskula-risationen 
(CNV) in den Subretinalraum können sich Neuroretina und RPE voneinander 
trennen (Tezel et al. 2004). Abhängig von Größe und Lokalisation der CNV führt 
dies zu einer deutlichen Sehverschlechterung und Metamorphopsien (Zarbin 
2004). Komplikationen der feuchten AMD sind, durch eine Exsudation der CNV, 
subretinale Blutungen, ein zystisches Makulaödem und Visusverluste (Holz et 
al. 1994).  
Der Sehverlust beruht darauf, dass die funktionelle Einheit, bestehend aus PR, 
RPE, Bruch-Membran und Chorioidea zusammenbricht und im weiteren Verlauf 
zu irreversiblen Schäden und einer Degeneration der PR führt (Wang & Yagi 
2001).  
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1.3 Therapieansätze      
Für die feuchte Form der AMD existieren heutzutage mehrere Therapie-
konzepte zum Erhalt des zentralen Visus. Neben photodynamischer Therapie 
und Laserphotokoagulation können Neovaskularisationsmembranen chirurgisch 
entfernt werden (Wong et al. 2007). Zur Rekonstruktion der Makula kann eine 
Translokation der Makula durchgeführt werden (Eandi et al. 2009).  
Die intravitreale Applikation von “Anti-vascular endothelial growth factor“ 
(VEGF) stellt heutzutage die am meisten praktizierte Form der Therapie dar und 
bedarf eine noch erhaltene Anatomie des hinteren Augenabschnittes (Sassa & 
Hata 2010). Bei der feuchten Form der AMD werden Anti-VEGF Medikamente 
eingesetzt, um die pathologische Hyperproliferation von Blutgefäßen aus der 
Choriokapillaris in den Subretinalraum, zu verhindern. Sie bewirken eine 
Regression und einen Wachsstumsstop der CNV und verändern damit die 
Progrendienz der Erkrankung. Eine Visusverbesserung konnte in einer 
multizentrischen Doppelblindstudie im Beobachtungszeitraum von zwei Jahren 
nachgewiesen werden (Rosenfeld et al. 2006). Für einen kontinuierlichen Effekt 
sind multiple Injektionen nötig, möglichst in einem frühen Stadium der 
Krankheit, um das Einwachsen der Blutgefäße in den Subretinalraum zu 
stoppen (Chang et al. 2007).  Es gibt drei Präparationsformen der Anti-VEGF 
Medikamente, die intravitreal appliziert werden. Polyethylenglycol (PEG)isiertes 
Anti-VEGF (Macugen®), ein humanisierter, monoklonaler Anti-VEGF-Antikörper 
(Avastin®) und ein hoch affines Antikörperteilstück das Anti-VEGF-Fab 
(Lucentis®). Ein Drittel der  Patienten spricht nicht auf die medikamentöse 
Therapie an und der pharmakologische Ansatz der Anti-VEGF Medikamente 
kann zwar den Verlust der Sehkraft verlangsamen, sie aber nicht 
wiederherstellen (Binder et al. 2002). Während eine pharmakologische 
Therapie die Progrendienz der Erkrankung moduliert, versucht man mit 
chirurgischen Therapieansätzen das dysfunktionelle RPE direkt zu erreichen 
und die submakuläre Anatomie wiederherzustellen. Bei einer Exzision der 
häufig fibrovaskulären CNV kann es zu Schäden am RPE und zu einer 
Desintegration von RPE und Photorezeptoren kommen. Ein Verlust der 
Berührungspunkte zwischen RPE und Photorezeptoren führt zu einer  Atrophie 
der Photorezeptoren, was den Erfolg der submakulären Chirurgie einschränkt 
(Del Priore et al. 2001). Die Laserphotokoagulation und die photodynamische 
Therapie erzeugen einen lokalisierten Gefäßverschluß der CNV (Donati et al. 
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1999), führen aber bei Revaskularisation zu einem erneuten Sehverlust (Del 
Priore 2004, Rattner & Nathans 2006). Bei der Makulatranslokation wird die 
CNV exzidiert, die Retina abgehoben, um den Sehnerven rotiert und an eine 
Stelle mit intaktem RPE platziert (Aisenbrey et al. 2002).  Die Makularotation 
konnte bei einer Anzahl von Patienten nach 12 Monaten den Visus  verbessern 
(Toth et al. 2004). Problematisch war aber eine hohe Komplikationsrate mit 
proliferativer Retinopathie und wiederkehrende CNV unter der neu hergestellten 
Fovea (Algvere & Seregard 2002).  Nur durch die Rekonstruktion des durch die 
AMD pathologisch veränderten Verbandes aus PR, RPE und Bruch-Membran 
können Photorezeptoren erhalten werden (Steinhorst et al. 2001) und einen 
zentralen Seheindruck generieren. Die durch die AMD ausgelöste Dysfunktion 
des RPE führt zum therapeutischen Ansatz das submakuläre Pigmentepithel 
(PE) durch eine Transplantation von Zellen zu ersetzen (Abe et al. 2007). Durch 
eine subretinale Transplantation von PE-Zellen soll sich eine einschichtige 
Zellschicht bildet. Dieses RPE soll die Zellkontakte zwischen PR und RPE 
rekonstruieren, die physiologischen Aufgaben des RPE übernehmen und eine 
Penetration der CNV durch die Bruch-Membran verhindern (Hynes & Lavik 
2010).  
 
1.4 Funktionelle Rekonstruktion 
Die Transplantation von RPE in das durch die AMD pathologisch veränderte  
makuläre Areal führt im optimalen Fall zu einem Funktionserhalt der PR und 
damit zu einer kurativen Therapie der retinalen Degeneration. Das 
therapeutische Potential kultivierter und transplantierter RPE-Zellen konnte im 
Tierversuch nachgewiesen werden (Li & Turner 1988, Lopez et al. 1989, Lund 
et al. 2001). Ein Vorteil gerade für heterologe Transplantate ist die besondere 
immunologische Situation des hinteren Augenabschnitts. Der subretinale Raum 
wird durch einen Mechanismus als immunprivilegiert beschrieben, der als 
Vorderkammer assoziierte Immunsuppression (ACAID= anterior chamber-
associated immune deviation) bezeichnet wird  (Zhang & Bok 1998, Streilein et 
al. 1990). Dieser Mechanismus  bedarf einer intakten Blut-Retina-Schranke, die 
durch die "tight-junctions“ des RPE und durch das geschlossene Endothel der 
retinalen Blutgefäße aufrechterhalten wird (Wenkel & Streilein 1998). 
Dieses Immunprivileg hat zu Folge, dass die Retina eine weniger fulminante 
Form der Abstoßungsreaktion zeigt als andere Gewebe (D’Orazio & Niederkorn 
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1998). Trotzdem führte die Transplantation von heterologen RPE-Zellen nach 
einer submakulären CNV-Exzision nicht zu einer Visusverbesserung, sondern 
zu einer Abstoßungsreaktion mit subretinaler Fibrose (Algvere et al. 2002). 
Auch nach einer Injektion von fetalen RPE-Zellen in den Subretinalraum konnte 
eine Abstoßungsreaktion nachgewiesen werden, mit einer lokalen Entzündung 
und einem Makulaödem (Algvere et al. 1999, Tomita et al. 2005). Auch mit 
einer zusätzlichen, immunsuppressiven Therapie war das Überleben allogener 
Transplantate nur eingeschränkt möglich (Crafoord et al. 2000, Del Priore et al. 
2003).   
Um eine autologe Transplantation von RPE durchzuführen, muss in einem 
ersten Schritt RPE aus der Peripherie des hinteren Augenabschnittes 
gewonnen werden, was einen traumatischen Eingriff darstellt. Die subretinale 
Transplantation von autologen RPE-Zellen in Suspension konnte durchgeführt 
werden und zeigte keine Abstoßungsreaktion, jedoch auch keine signifikante 
Visusverbesserung (Binder et al. 2007).   
Durch die Transplantation von autologen Irispigmentepithelzellen (IPE), die 
funktionell als RPE agieren können (Thumann et al. 1998), konnte ebenfalls 
eine Abstoßungsreaktion vermieden werden (Abe et al. 2000). Subretinal 
transplantierte IPE-Zellen in Suspension bildeten im Kaninchen eine 
einschichtige Zelllage (Aramant & Seiler 2004), im humanen Auge jedoch 
Zellrosetten oder Zellklumpen (Thumann et al. 2004). Dies gab Anhalt dafür, 
dass die bei AMD Patienten veränderte Bruch-Membran die Zelladhäsion von 
injizierten Pigmentzellen verhinderte (Tezel et al. 2004, Wang et al. 2004). Die 
subretinale Injektion von Zellen in Suspension führte zu keiner organisierten 
Zellschicht zwischen PR und Bruch-Membran (Aisenbrey et al. 2006, Hynes & 
Lavik 2010), außerdem stellen RPE-Verluste in den Glaskörperraum die Gefahr 
einer proliferativen Vitreoretinopathie dar (Singh et al. 2001).   
Eine organisierte Zellschicht ist jedoch notwendig, um die Wechselbeziehungen 
zwischen RPE und PR wiederherzustellen und den Erhalt der PR zu sichern 
(Tsukahara et al. 2002). Damit implantierte Zellen eine organisierte Zellschicht 
auf der krankhaft veränderten Bruch-Membran bilden, müssen die Zellen als 
Verband kontrolliert implantiert werden. Als Zellverband sind Zellen resistenter 
gegenüber äußeren Einflüssen, wie zum Beispiel mechanischen Schaden 
(Chan et al.2008). Statt einer ungerichteten Injektion von Zellen ist eine gezielte 
Transplantation von Zellen vorallem dann möglich, wenn sie mit einem 
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mechanisch stabilen Untergrund als Verband platziert werden können (Radtke 
et al. 2002).  Ein passendes Stützgewebe stabilisiert den Zellverband und dient 
so lange als Leitstruktur, bis die transplantieren Zellen eine funktionsfähige 
Einheit aus RPE und Basalmembran bilden (Capeans et al 2003). Verhindert 
ein pathologisch veränderter Untergrund die Adhäsion der implantierten Zellen, 
sollten die Zellen auf einem Stützgewebe implantiert werden, das einen 
Integrationsprozess im Einsatzgebiet unterstützt (Ho at al.1997, Huhtala et al. 
2007).  
 
1.5 Zellverbände auf Stützgeweben 
Stützgewebe werden im Bereich des “tissue engineering“ untersucht und 
entwickelt. Zum Gewebeersatz müssen Zellen auf einem Untergrund kultiviert 
und transplantiert werden, der ihrer umgebenden Zellmatrix entspricht, da die 
Zellfunktion entscheidend von Kontakten mit der Extrazellulärmatrix abhängt 
(Stock & Vacanti 2001). Bei den meisten Anwendungen soll das implantierte 
Material in-vivo abgebaut und durch neu synthetisiertes Gewebe ersetzt 
werden. Deswegen werden biodegradierbare Materialien zur Weiterentwicklung 
von Stützgeweben bevorzugt (Mano et al. 2007, Widmer et al.1998). Der 
Gewebeersatz erfolgt entweder durch exogen auf dem Stützgewebe kultivierte 
Zellen oder durch die Migration endogener, körpereigener Zellen (Lavik et al. 
2005). Die Stützgewebe müssen so entwickelt werden, dass die Textur und das 
Material Zell-Zellkontakte fördern und eine Bildung von komplexeren, 
funktionsfähigen Gewebestrukturen ermöglichen (Velema & Kaplan 2006). 
Es gibt synthetische Substrate (Lu et al. 2001, Singh et al. 2001) und natürliche 
Materialien, die als Stützgewebe das Wachstum von RPE-Zellen unterstützen 
wie Amnionmembran (Stanzel 2005), Descemet-Membran (Thumann et al. 
1997) und Linsenvorderkapsel (Lee et al. 2006).  
Zusätzlich zur Kultivierbarkeit von RPE muss das Stützgewebe Anforderungen 
für eine subretinale Anwendung und Implantation erfüllen. Da der hintere 
Augenabschnitt aus einzelnen Gewebeschichten aufgebaut ist, muss die 
subretinale Transplantation von Zellverbänden auf Stützgeweben einen Erhalt 
der physiologischen Netzhautarchitektur ermöglichen (Colthurst et al. 2000). 
Das Stützgewebe muss im Größenverhältnis zur Bruch-Membran (2-4µm) 
passen, folglich eine mechanische Gewebeverträglichkeit aufweisen, um eine 
Integration in den hinteren Augenabschnitt zu ermöglichen. Das Stützgewebe 
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muss intraoperativ möglichst apikal des Empfänger-RPE platziert werden 
(Schuschereba & Silverman 1992), um die  Funktionseinheit aus PR, RPE, 
Bruch-Membran und Chorioidea zu erhalten (Lu et al. 2001). Die chirurgische 
Technik zur Transplantation von Stützgeweben oder Zellverbänden ist 
anspruchsvoller als die Injektion von Zellen in Suspension (El Dirini et al. 1991). 
Der Zellverband darf weder beim Umgang mit dem Operationsinstrument noch 
beim Implantationsvorgang beschädigt werden. Die Zellen müssen unter 
Beachtung der Polarität, flach und unter Sicht eingeführt werden (Ghosh et al. 
2007), da die Polarität entscheidend ist für die Proliferation und Differenzierung 
der Zellen. Eine sicherer Einführvorgang und ein Schutz der Oberfläche muss 
gewährleistet sein (Thumann et al. 2006). Zellverbände wurden in einigen 
Untersuchungen auch ohne stützenden Untergrund implantiert (Gouras et al. 
1994, Ho & del Priore 1997), jedoch entfalteten sich die Zellen nach der 
Implantation nur unvollständig (Sheng et al. 1995) und die Handhabung der 
Zellen war schwierig (Lu et al. 2001). Am effektivsten wird die korrekte 
Zellorientierung durch eine kontrollierte Platzierung von Zellen auf einem 
bioverträglichen und biokompatiblen Stützgewebe gewährleistet (Tezel et al. 
2007, Tao et al. 2007).  Das Stützgewebe muss eine Autostabilität aufweisen, 
um gute Manipulierbarkeit und eine sichere Entfaltung auch im subretinalen 
Raum zu gewährleisten. Das Material muss elastisch sein, um intraoperativ 
durch eine 0,9mm große Sklerotomie in den Bulbus eingeführt zu werden. 
Außerdem muß das Stützgewebe biologisch abbaubar und immunologisch inert 
sein. Es sollte antithrombotisch und antiinflammatorisch sein (Yamanaka et al. 
2006). Es muss eine geeignete Oberflächen besitzen zur Zelladhäsion und  zur 
Proliferation von exogenen und endogenen Zellen.  
Das Stützgewebe muß dünn genug sein, um eine Diffusion von Nähr- und 
Abfallstoffen zu gewährleisten (Giordano et al. 1997), außerdem fallen bei einer 
kleinen Materialmenge quantitativ weniger Abbauprodukte an.  
Die Integration des Transplantats ist sehr wichtig, denn auf Stützgewebe 
implantierte Zellen apoptieren, wenn sie nicht in den Nährstoffkreislauf des 
umgebenden Gewebes eingegliedert werden (Tezel et al. 1997). Da die EZM 
eine entscheidende Rolle bei der Adhäsion, Differenzierung und Migration von 
Zellen spielt, sind natürliche Biomaterialien, die aus Bestandteilen der humanen 
EZM bestehen (Malafaya et al. 2007) wichtige Ansatzpunkte des “tissue 
engineering“. Man versucht Gewebeeigenschaften zu imitieren, indem man 
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natürliche Materialien verwendet (Glowacki & Mizuno 2008), die die Fähigkeit 
besitzen das Wachstum von Geweben zu stimulieren (Velema & Kaplan 2006).  
Um das RPE durch eine Zelltransplantation zu ersetzen muss folglich eine 
passende Adhäsionsgrundlage vorhanden sein. Ein wesentlicher Aspekt des 
Ersatzes von RPE in-vivo ist die Rekonstruktion der RPE-Basalmembran, der 
Bruch-Membran (Stanzel at al. 2007), die bei der AMD pathologisch verändert 
vorliegt (Gullapalli et al. 2005, Del Priore et al. 2004). Um die Transplantation 
von RPE-Zellen zu erleichtern müssen basallaminäre Komponenten vorliegen 
(Stanzel et al. 2005). RPE-Zellen benötigen auch zur Proliferation in-vitro eine 
spezifische Mixtur von basallaminären Proteinkomponenten (Campochiaro & 
Hackett 1993). Kollagen Typ I, III, IV, V und VIII sind Bestandteile der Bruch-
Membran (Ihanamäki at al. 2004). Da Kollagen Typ I eine Hauptkomponente 
von Basalmembranen darstellt, auch die der inneren Kollagenschicht der Bruch-
Membran, eignet sich Kollagen Typ I als Substrat zur Anheftung von RPE-
Zellen (Lu et al. 2007).  
In einer Untersuchung von Bhatt et al. wurde eine Kollagen Typ I-Membran 
erfolgreich mit fetalen, humanen RPE-Zellen besiedelt und im Kaninchen 
subretinal auf die von RPE befreite Bruch-Membran implantiert. Postoperativ 
zeigte sich eine Integration der RPE-Zellen und intakte PR im Transplantations-
gebiet (Bhatt et al.1994).   
 
1.6 Kollagen 
Es werden 26 verschiedene Kollagentypen unterschieden, wobei Kollagen Typ 
I, II und III die häufigsten und faserreichsten im Körper von Wirbeltieren sind 
(Koide 2007). Histologisch besteht Kollagen Typ I aus gestreiften Fasern mit 
einem Durchmesser von 80-160nm (Friess 1998). Im menschlichen Auge 
werden 22 Kollagentypen unterschieden (Koch et al. 2003). Kollagen ist 
Hauptbestandteil und Strukturprotein von Knochen, Bändern, Haut, Knorpel und 
Grundbestandteil weiterer Gewebeformen. Es ist mechanisch stabil und sehr 
widerstandsfähig (Breithaupt-Faloppa et al. 2005).  Heutzutage ist Kollagen das 
in der Medizin am meisten verwendete Biomaterial. Es wird vielfältig verarbeitet 
und eingesetzt als Nahtmaterial, Schwamm, Puder, Vlies, Platte, Membran, 
Dispersion, Lösung und nanometerdicke Faser (Cen et al. 2008).   
Kollagenpräparate verbessern die Adhäsion und die Proliferation von Zellen, 
was in der Entwicklung von Wundauflagen genutzt wird (George et al. 2008). 
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Auch zum Medikamententransfer eignen sich Kollagenpräparate. Da Kollagene 
sehr gut biodegradierbar sind, kann die Abgabe des Medikaments durch die 
Synthese des Kollagens variiert werden (Nair & Laurencin 2006). Studien und 
klinische Anwendungen demonstrierten, dass Kollagen als Biomaterial 
bioverträglich und biokompatibel ist  (Lee et al. 2001).  
Die Bioverträglichkeit stellt im weiteren Sinne jegliche Form von Abwehr-
mechanismen des Organismus dar. Sowohl eine Entzündungs- oder 
Abstoßungsreaktion, als auch einen Gewebeschaden durch das Material, den 
chirurgischen Eingriff oder durch Abbauprodukte des Materials.   
Die Biokompatibilität beinhaltet die Abbaurate, das Design und die zum 
Einsatzgebiet passende Größe und Form, außerdem die mechanische und 
immunologische Gewebeverträglichkeit (Montezuma et al. 2006).  
Auf den folgenden Seiten wird die Biokompatibilität einer Kollagen Typ I-
Membran im subretinalen Raum untersucht, die mit 7µm als ultradünn zu 
bezeichnen ist. Es wurde eine Membran aus equinem Kollagen Typ I 
verwendet, die mit einem fluoreszierenden Farbstoff angefärbt wurde, der unter 
physiologischen Bedingungen Kollagen kovalent bindet (Connon et al. 2006). 
Die Membran wird untersucht auf  Eigenschaften, die sie für die Anwendung im 
subretinalen Raum qualifizieren. Hinsichtlich ihres Degradationsverhaltens in-
vivo, ihrer Manipulierbarkeit und ihrer mechanischen und immunologischen 
Verträglichkeit.  
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2. Material und Methoden 
2.1 Implantationsmaterial  
Die Kollagenmembran bestand aus equinem Kollagen Typ I, besaß einen 
Durchmesser von 7µm und einen Kollagengehalt von 4mg pro 1cm². Sie wurde 
von der Firma RESORBA produziert, die Kollagen Typ I equinen Ursprungs 
auch bei der Herstellung von Wundauflagen, als Hämostyptikum, als 
Gewebedefektfüller und als Trägermaterial für Fibrinkleber oder Antibiotika  
einsetzt (Angaben des Herstellers Firma RESORBA, CliniCare GmbH, 
Erlangen, Deutschland). Die Kollagenmembran wurde steril gegossen, 
getrocknet und in Stücken mit einer Kantenlänge von 1,5 x 3cm geliefert. Die 
Kollagenfolie lag als homogen durchsichtige, flexible und biegsame Membran 
vor. Trotz ihrer ultradünnen Struktur war die Folie beim Schneiden, Färben und 
Implantieren gut zu verarbeiten und entfaltete sich sowohl im flüssigen als auch 
im trockenen Milieu stets glatt und gerade. Bei der Implantation am Tiermodell 
erwies sie sich im Umgang mit ophtalmologischen Mikroinstrumenten als 
mechanisch stabil und gut manipulierbar. Die Folie wurde mit einer 0,5% 
Lösung von Dichlorotriazinylamino-Fluorescein (DTAF) gefärbt, um sie für die 
histologische Auswertung zu markieren. DTAF ist ein reaktiver Farbstoff mit 
einem Absorptionsmaximum bei 492-516nm (Molekular Probes, Inc.29851 
Willow Creek Road. Eugene, OR 974 02-9132, USA).  Zur Färbung wurde die 
Kollagenmembran unter sterilen Bedingungen für drei Minuten in eine DTAF 
Lösung getaucht und mit sterilem PBS (Biochrom L182-50) vier Mal ausge-
waschen. Anschließend wurde die Folie mit einem Diamantmesser in Quadrate 
mit 2mm Kantenlänge geschnitten und in sterilem PBS kühl gelagert bis zu ihrer 
Verwendung.  
 
2.2 Versuchstiere 
Wir verwendeten weibliche, pigmentierte Kaninchen der Rasse Chinchilla 
Bastard (Züchter Charles River WIGA GmbH, Sulzfeld,  Deutschland) mit einem 
Gewicht von 2-3kg. 
Die Tierhaltung fand in einem offenen Gehege auf Einstreu und Stroh mit einem 
zwölf Stunden Tag-Nachtrhythmus, bei einer Raumtemperatur von 18-22°C, mit 
50-70% relativer Luftfeuchtigkeit, gemäß der Tierschutzbestimmungen des 
Tierschutzgesetzes zur Haltung von Versuchstieren statt. Die Ernährung 
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bestand aus keimfreien Wasser und Trockenfutter (Hersteller Ssniff, Soest,  
Deutschland).  Der Tierversuch war genehmigt von der Bezirksregierung Köln  
Tierversuchsnummer 1365G1; Versuchsleiterin war Frau Professor Dr. med. G. 
Thumann. 
 
2.3 Studiendesign 
Die Ergebnisse der morphologischen Studie basieren auf makroskopischen, 
angiografischen, histologischen und immunhistochemischen Befunden, die an 
16 operierten Tieren nach Beobachtungszeiträumen von fünf Tagen bis zu 16 
Wochen erhoben wurden. Die Versuchstiere wurden eingeteilt in vier Gruppen 
zu je vier Tieren mit Überlebenszeiten von einer, sechs, zehn oder 16 Wochen. 
Alle Tiere erhielten nach unten beschriebener Technik ein subretinales 
Kollagenimplantat. Jeweils die rechten Augen wurden operiert und alle zwei 
Wochen funduskopisch und mikroskopisch nachkontrolliert. Alle Operationen 
wurden von Frau Professor Dr. med. G. Thumann durchgeführt. Sowohl die 
Operationen als auch die Kontrollen wurden per Videokamera und Datenblatt 
dokumentiert. Die makroskopische, angiografische, mikroskopische und histo-
logische Auswertung wurde fotografiert und digital gespeichert.  
 
2.4 Implantationsmethode 
Zur Vollnarkose der Versuchtiere wurde 60min und 20min vor Operationsbeginn 
jeweils eine Mischung aus Ketamin 10% (25 mg/kg KG) und Prilocain 2% (5 
mg/kg KG) intramuskulär injiziert. Nach Wirkeintritt der Narkose wurden 
mydriatisch wirkende Augentropfen in den Bindehautsack der Kaninchen 
appliziert. Die Tiere wurden mit einem sterilen Abdecktuch und einem sterilen 
Lochtuch abgedeckt und die zu operierenden Augen mit einem Opsitepflaster 
abgeklebt. Anschließend wurde eine Protrusio mit skleralen Pinzetten 
durchgeführt.  
Nach dem Anschlingen von zwei Augenmuskeln mit einer 3-0 Mersilenenaht 
wurde die Konjunktiva für zwei Sklerotomien bei vier Uhr und bei elf Uhr, jeweils 
circa 1mm vom Limbus corneae entfernt abpräpariert.   
Der Infusionszuleitungsschlauch wurde mit einer Schlingnaht an der 
Sklerotomie bei vier Uhr angebracht und fixiert. Für einen Einblick auf den 
Fundus wurde die Hornhaut mit zwei Tropfen 2% Methylcellulose benetzt und 
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eine plan-konvexe Kilbvergrößerungslinse platziert. Anschließend wurde eine 
Pars-plana-Vitrektomie mit einer Cuttersonde durchgeführt. Mithilfe einer 
stumpfen 36G Kanüle und circa 2ml einer balancierten Natriumchloridlösung 
wurde dann eine subretinale Blase gesetzt. Die Blase wurde direkt lateral der 
horizontal verlaufenden Nervenfasern lokalisiert, zur optimalen Lage des 
Implantats. Mit einer Mikroschere wurde die Blase eröffnet und das 2mm große, 
DTAF gefärbte Folienstück mit einer Mikropinzette eingeführt und positioniert. 
Zum Verhindern einer Amotio oder eines Reflux der Kollagenfolie wurde 
überschüssige Flüssigkeit abgesaugt.  Beide Sklerotomien und die Bindehaut 
wurden mit 7-0 Vicrylnähten geschlossen. Die Muskelnähte wurden entfernt und 
das operierte Auge mit einer antibiotischen Augensalbe versorgt.  
 
Zur Kontrolle  wurden die Tiere gewogen, gewichtsadaptiert mit Ketamin 10% 
und Prilocain 2% narkotisiert und die rechten, operierten Augen mithilfe von 
Mydriatikum, Vergrößerungslinse und Operationsmikroskop beurteilt.  
Überprüft wurden Lage und Morphologie der Netzhaut und des DTAF gefärbten 
Kollagenimplantates.  
 
Abb. 1 verdeutlicht die Topographie der Reaktionszone nach Implantation der 
Kollagenfolie.  
 
Abb. 1: Schema der subretinalen Implantationszone.  
 
Das Pigmentepithel der Retina (RPE) weist charakteristische Melaningranula 
auf und bildet eine einschichtige, dunkle Membran. Die Bruch-Membran fungiert 
als Basalmembran des RPE. Die Chorioidea versorgt die Netzhaut und besteht 
Neuroretina  
Chorioidea 
Implantat 
Pigmentepithel 
Bruch-Membran 
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aus zahlreichen Blutgefäßen und einem von Melanozyten durchsetzten Stroma 
(Lüllmann- Rauch 2003).  Perioperativ wurde die Neuroretina durch das Setzen 
der subretinalen Blase abgehoben, ihr Aufbau wird unter 1.1 Grundlagen 
genauer erläutert. Die lokalisierte Retinotomie während der Implantation 
erlaubte eine sichere Platzierung des ultradünnen Folienstücks apikal der 
Bruch-Membran.  Das Implantat wurde im subretinalen Raum auf dem RPE 
glatt entfaltet und konnte durch die Färbung mit DTAF sicher lokalisiert werden. 
Um eine Adhäsion zu erleichtern, wurde perioperativ die überschüssige 
Flüssigkeit der subretinalen Blase abgesaugt.   
 
2.5 Sektion und Fixation 
Nach Ablauf der Untersuchungsdauer wurden die Kaninchen mit einer 
intravenösen Injektion von 5ml Pentobarbital euthanasiert. 
Zur Enukleation wurden die Augenmuskeln, die retrobulbären Gefäße und der 
Sehnerv mit einem Diamantmesser skleranah durchtrennt. Dabei musste der 
ausgeprägte retrobulbäre Venenplexus der Kaninchen beachtet werden.  
Nach Entnahme wurden die Bulbi für 48h in 3,7% Formaldehyd fixiert.  
Zur makroskopischen Untersuchung und Dokumentation der Bulbi wurde der 
vordere Augenabschnitt sagittal am Limbus entfernt und das gefärbte 
Kollagenimplantat mithilfe eines Makroskops detektiert.  Ein circa 1cm breites, 
quadratisches Stück des hinteren Augenabschnitts wurde mit Transplantat, 
Sehnerv und medullären Nervenfasern zugeschnitten und makroskopisch 
fotografiert.  
 
2.6 Angiografie und Histologie 
In den fixierten Augäpfeln der Kaninchen konnte das subretinal implantierte 
Kollagenfolienstück mit einer Funduskamera detektiert und fotografiert werden. 
Der in der ophthalmologischen Angiografie verwendete Farbstoff Fluorescein 
hat sein Absorptionsmaximum bei 492-516nm Wellenlänge.  
Der von uns zur Färbung der Kollagenmembran verwendete Farbstoff DTAF hat 
sein Absorptionsmaximum in einem ähnlichen Wellenlängenbereich, dadurch 
konnte das mit DTAF angefärbte Transplantat mit der Funduskamera und In-
vivo dargestellt werden.   
Zur histologischen Untersuchung der Netzhäute wurden Schnittpräparate 
hergestellt. Dazu wurden die circa 1cm großen Retinastücke jeweils eine 
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Stunde in 30%, 50%, 70%, 90% und 100%igem Ethanol über Nacht im 
Einbettautomat entwässert. Anschließend wurde über drei Stunden erst der 
Alkohol durch Propylenoxid ausgetauscht, dann das Propylenoxid durch Epon. 
Im Anschluss wurden die Proben in Paraffin eingebettet.  Die Paraffinblöcke 
wurden circa 4µm dünn geschnitten, auf Objektträger aufgezogen und entweder 
nativ oder HE gefärbt mikroskopiert.  
Mikroskopisch wurden die Schnitte auf Präsenz und Integrität der DTAF 
gefärbten Kollagenfolie und auf morphologische Veränderungen untersucht.  
Zur HE-Färbung wurde den Paraffinschnitten zunächst durch eine abnehmende 
Alkoholreihe das Paraffin entzogen. Dafür wurden die Schnitte jeweils drei mal 
zehn Minuten in 100% Xylol, zwei mal zehn Minuten in 100% Ethanol, zehn 
Minuten in 96% Ethanol, zehn Minuten in 70% Ethanol und drei mal fünf 
Minuten in frischem Aqua dest belassen. Danach folgte jeweils für zehn 
Minuten die Färbung in Mayer-Hämalaun und in 0,1% Eosin, mit  sich an-
schließenden Spülschritten. Die Entwässerung folgte einer aufsteigenden 
Alkoholreihe mit fünf Minuten in 70% Ethanol, dreimaligem kurzen Eintauchen 
in 96% Ethanol, fünfmaligem kurzen Eintauchen in 100% Ethanol und drei mal 
fünf Minuten in 100% Xylol. Danach wurden die Schnitte mit Malinol und 
Deckgläschen eingedeckt und für zwei Tage flach getrocknet. 
 
2.7 Immunhistochemie 
Die immunhistochemischen Färbungen der nativen Schnitte wurden vom Institut 
für Neuropathologie am UKAachen durchgeführt. Als erste, spezifische 
Antikörper (AK) wurden Synaptophysin, GFAP, Merosin und p75 verwendet, als 
zweiter Reporterantikörper 3,3-Diaminobenzidin. Der erste AK und der zweite 
AK wurden jeweils für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Färbung 
wurden die Schnitte zunächst entparaffiniert und auf silanisierte Objektträger 
aufgezogen. Anschließend wurden die Schnitte im Dampfgarer vorbehandelt.  
Von den eingedeckten histologischen und immunhistochemischen Schnitten 
wurden mit einem Fotomikroskop Aufnahmen angefertigt. 
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2.8 Materialien 
Für die Operation:  
Mikroskop (Oculus OPMI 6-CFR, Firma Zeiss, Deutschland) 
Vitrektomiemaschine, pneumatischer Cutter mit Schlauch (OMNI, Firma Fritz 
Ruck, Ophtamologische Systeme GmbH, Eschweiler, Deutschland) 
Fernseher, Videokassetten (Firma Sony Deutschland GmbH, Berlin, 
Deutschland) 
Videogerät (Super Drive VHS, Firma Panasonic, Hamburg, Deutschland)  
Kamera (Sony Power HAD, 3CCD Colorvideo Camera, Firma Sony,Tokio, 
Japan) 
Operationstisch (Firma Maquet GmbH &Co KG, Raststatt, Deutschland) 
20G Stiletto Messer, Klemme, Staubsauger, Federschere, Vannasschere, 
grobe Schere, Kolibri, sklerale Pinzette, Fadenpinzette, Nadelhalter, 
Positionsnadel nach Dardenne, Kanüle-Außendurchmesser 2mm, Kilblinse 60D 
flach Sichtwinkel 20° mit Silikonring, Infusionszuleitungsschlauch  
(alles Firma Geuder GmbH, Heidelberg, Deutschland)  
Mikroinstrumente (Firma DORC GmbH, Berlin, Deutschland ) 
Infusionsschlauch, 3-Wege-Hahn (Intra fix Air-matic, Discofix, Firma Braun, 
Melsungen, Deutschland) 
Handschuhe steril (Semper med supreme, Firma Semperit Technische 
Produkte Ges.mbH, Wien, Österreich) 
Sterile Kittel, Abdecktuch steril (Sentinex Standard, Raucodrape, Firma 
Lohmann & Rauscher GmbH und Co KG, Rengsdorf, Deutschland)  
Lochtuch selbstklebend 90x75cm (Foliodrape, Firma Hartmann, Heidenheim, 
Deutschland) 
Kanülen, Spritzen 2 ml und 10ml (Firma Becton Dickison GmbH, Deutschland) 
Opsitepflaster (Firma, Smith und Nephew Medical Limited, Hull, England) 
Nahtmaterial Mersilene 3-0, Vicryl 7-0 (Firma Ethicon GmbH, Nordstedt, 
Deutschland) 
Schlauchfixierer (3M Firma Health Care, Neuss, Deutschland) 
 
Für die Auswertung:  
Gewebeentwässerungs- und Einbettautomat (Firma W. Vogel GmbH und Co 
KG, Giessen, Deutschland) 
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Paraffinausgießstation (EG 1160, Firma Leica Microsystems Nussloch GmbH, 
Nussloch, Deutschland)  
Schlittenmikrotom (Firma Jung AG, Heidelberg, Deutschland) 
Kamera (Firma Canon GmbH, Krefeld, Deutschland) 
Mikroskop, Makroskop (Leica DM IRB und Leica Z 16 Apo, Firma Leica, 
Wetzlar, Deutschland) 
Skalpell (Feather disposable scalpel, feather safety razor Co.ltd, Osaka, Japan) 
Einbettkassetten, Einbettpapier (Firma medite GmbH, Burgdorf, Deutschland) 
Klingen Mikrotom (Feather Microtome blades S35 Type, Co.ltd, Osaka, Japan)  
Objektträger (Superfrost, Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
 
2.9 Medikation  
Hypromellose (Methocel 2%, Firma Novartis Ophtalmics, Nürnberg, 
Deutschland) 
Novesine 0,4% (Ciba Vision Vertriebs GmbH, Großostheim, Deutschland) 
MS-Tropfen (Phenylephrin HCl 0,25g, Tropicamid 0,05g, 10g Wasser zu 
Injektionszwecken, konserviert mit Thiomersal 0,02%, Firma Fagron GmbH 
&Co KG, Barsbüttel, Deutschland) 
Isoptomax Augensalbe (Dexamethason, Neomycin, Polymycin, Firma Alcon 
Pharma GmbH, Freiburg, Deutschland) 
Pentobarbital (Firma Fagron GmbH und CoKG, Barsbüttel, Deutschland)  
 
Vollnarkose:  
Ketamin 10% (Ketanest, Firma Ceva Tiergesundheit GmbH, Düsseldorf, 
Deutschland), Prilocain 2% (Xylazin, Firma Medistar, Holzwickede, 
Deutschland)  
 
Infusion: 
NaCl 0,9% 250ml (Deltaselect, Firma Deltaselect GmbH, Pfullingen, 
Deutschland), Heparin-NaCl 25.000 IE/ml (Firma Ratiopharm, Ulm, 
Deutschland) und Dexamethason 4mg (Fortecortin Inject, Firma Merck, 
Darmstadt, Deutschland) 
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3. Zielsetzung  
Die folgende Studie untersucht die Biokompatibilität einer ultradünnen Folie aus  
equinem Kollagen Typ I im subretinalen Raum. Die Kollagenmembran, die sich 
als Stützgewebe für die Kultur von RPE eignet, wird in vorliegender Studie  
morphologisch auf ihr Integrations- und Degradationsverhalten geprüft.  
Die subretinale Implantation von Pigmentepithelzellen auf einem Stützgewebe 
gilt als Therapieoption zum Ersatz von pathologischem RPE, das insbesondere 
bei Patienten mit altersabhängiger Makuladegeneration submakulär verändert 
ist. Die Dysfunktion des RPE führt zu einer Degeneration der Photorezeptoren 
und damit zu einer starken Einschränkungen der zentralen Sehkraft.  Wichtige 
Ziele der augenheilkundlichen Forschung sind neue therapeutische Optionen, 
die diese irreversible Degeneration verhindern können. Verschärft wird die 
Notwendigkeit der neuen Therapieansätze, durch einen hohen Leidensdruck 
der Patienten und durch die steigende Prävalenz der Krankheit. Da Anti-VEGF 
Medikamente den Visus stabilisieren, aber nicht den Gewebeschaden an der 
Makula rekonstruieren, bieten chirurgische Therapien durch einen Erhalt der 
zentralen Photorezeptoren die Option einer funktionellen Verbesserung.   
Durch die Transplantation von Pigmentepithelzellen in den Subretinalraum soll 
das pathologisch veränderte RPE ersetzt werden. Da frühere Studien gezeigt 
haben, dass Pigmentepithelzellen in Suspension keine einschichtige Zellschicht 
bilden ist es notwendig, dass retinales Pigmentepithel als Zellverband auf 
einem Stützgewebe transplantiert wird. Bei der  Auswahl dieses Stützgewebes 
spielen Dimension, Autostabilität, Bioverträglichkeit und Biokompatibilität eine 
entscheidende Rolle. Die Biokompatibilität beinhaltet sowohl dynamische 
Faktoren wie Abbaurate, Design, Größe und Form, als auch die 
immunologische und mechanische Gewebeverträglichkeit.  
Es gilt die Biokompatibilität einer Kollagen Typ I - Membran nach der 
subretinalen Implantation am Tiermodell Kaninchen zu überprüfen.  
Nach Beobachtungszeiträumen von maximal sechzehn Wochen wurde die 
Morphologie der Kollagenmembran und die der Transplantationsregion 
untersucht, um  Aussagen über die in-vivo Verwendung des Biomaterials treffen 
zu können. In der folgenden Diskussion werden Anwendungsformen der 
Kollagenmembran in der experimentellen Ophthalmologie erörtert.  
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4. Ergebnisse 
4.1 Intraoperativ 
Die Kollagenmembran wurde beim Kaninchen mit humanen, retinalen 
Operationswerkzeugen durch eine lokale Retinotomie in den Subretinalraum 
transplantiert. Das Kollagenimplantat konnte im physiologischen Spalt zwischen 
den Photorezeptoren und dem retinalen Pigmentepithel positioniert werden, 
wobei die Schichtung des hinteren Augenabschnitts intakt blieb. Nach der 
Implantation entfaltete sich die Kollagenfolie stets glatt.  
Die Operationsdokumentation in Abb. 2 zeigt den Fundus eines operierten 
Versuchstiers direkt post implantationem. Das quadratische Stück der gelb 
gefärbten Kollagenfolie war glatt entfaltet und lateral unter den myelinisierten 
Nervenfasern abzugrenzen, die sich weiß darstellten.   
 
 
Abb. 2: Videobild der Operationsdokumentation,  
direkt nach der Implantation. Die Kollagenfolie ist  
gelb, basal der weißen Nervenfasern abzugrenzen.  
Die Kilblinse auf dem Bulbus ist mit ihrem weißen  
Silikonring zu erkennen.  
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4.2 Postoperativ 
Fünf Tage postoperativ war die implantierte Kollagenfolie in toto, glatt unter der 
intakten Retina sichtbar (Abb. 3).  
Das gelbe Folienstück lag lateral der medullären Nervenfasern an der 
operierten Stelle und war mit bloßem Auge beim makroskopischen Präparieren 
zu identifizieren. Die Kollagenmembran war klar abzugrenzen ohne Zeichen 
einer Einkapselung, Gefäßeinsprossung oder Einblutung.  
Bei einer höheren Vergrößerung war die dunkelrot, bläuliche Choroidea zu 
erkennen (Abb.4). Die Folie war homogen gelb gefärbt und subretinal glatt 
ausgebreitet (Markierung). Im Implantationsgebiet fanden sich keine Zeichen 
einer Entzündung weder Hyperämie, noch Gefäßinjektion oder Ödem. 
Nach drei Wochen war das DTAF gefärbte, 2mm große Implantat unter einer 
intakten Retina lateral der medullären Nervenfasern zu erkennen (Abb.5). Die 
Folie lag subretinal glatt ausgebreitet und zeigte keinerlei Entzündungszeichen. 
Die Retina war anliegend und wie schon bei den funduskopischen Kontrollen 
dokumentiert, als durchsichtig und glänzend zu beschreiben. Die basal 
liegenden Blutgefäße der Chorioidea stellten sich dunkelrot bis blau dar.  
Ein retinaler Faltenwurf an der Präparationszone des Limbus und am 
Implantationsort entstand durch das sagittale Durchtrennen des Bulbus und die 
Manipulation bei der angiografischen Dokumentation.  
Makroskopisch erkannte man im Beobachtungszeitraum von drei bis fünf 
Wochen bei keinem der Versuchstiere Wundheilungsstörungen, Narben- oder   
Entzündungsreaktionen.   
Bei Detailaufnahmen fiel eine Heterogenität der Kollagenmembran auf (Abb. 6). 
Die linke, laterale Ecke der Kollagenmembran stellte sich weißlich aufgehellt 
(weißer Pfeil), die gegenüberliegende Ecke blaurot und transparent (grauer 
Pfeil) dar.  
Diese Beobachtungen ließen sich ebenfalls in der angiografischen Aufnahme 
beschreiben. Bei der angiografischen Dokumentation mit der Funduskamera 
absorbierte die DTAF gefärbte Kollagenfolie das Licht der Fotokamera und 
erschien weiß. Der restliche Fundus der Kaninchenaugen absorbierte dagegen 
kein Licht und bildete sich lateral des Implantats schwarz ab.   
Die beiden im Mikroskop aufgefallenen, heterogenen Arealen der Folie (Abb. 6) 
waren nicht absorbierend in der Fluoreszenzaufnahme und stellten sich 
schwarz dar (Abb.7).  
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Abb. 3: Retinaler Sektionsbefund nach Fixation 5 Tage p.i. Lateral von  
Transplantat und Sehnerv wurde der hintere Augenabschnitt als 1cm 
 große Probe zugeschnitten. Folie markiert.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Detail des retinalen Sektionsbefundes 5 Tage p.i. Links ist  
weiß der Sehnerv mit medullären Nervenfasern und Blutgefäßen  
zu sehen. Implantat markiert.  
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Abb. 5: Hinterer Augenabschnitt Kaninchen 3 Wochen p.i. Die Kollagenfolie 
ist deutlich lateral des N.opticus und der medullären Nervenfasern zu  
erkennen. Die Retina ist intakt und glänzend. Die lateralen Falten traten  
nach der makroskopischen Präparation auf. 
 
 
Abb. 6: Detail Retina Kaninchen 3 Wochen p.i. Die Kollagenfolie zeigt ein  
helles, weißes Areal (weißer Pfeil) und ein blaurotes Areal (grauer Pfeil).  
Die retinalen Falten entstanden bei der makroskopischen Präparation der  
Bulbi. 
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Abb. 7: Angiografische Aufnahme des Fundus von Abb.5  
3 Wochen p.i. Die DTAF gefärbte Kollagenfolie stellt sich  
weiß dar, der Fundus schwarz.  
 
Bei der Präparation des hinteren Augenabschnittes beim Kaninchen acht 
Wochen post implantationem erkannte man im Bereich der Implantationszone 
die Kollagenfolie als gelbes, 2mm großes Quadrat über einem hellen, weiß-
gelblichen Areal (Abb. 8). Die Folie lag subretinal und glatt entfaltet lateral der 
Sehnervenfasern an der operierten Stelle. Die Netzhaut zeigte sich glänzend 
intakt mit retinalen, durch die manuelle Manipulation entstandenen Falten. In 
einer höheren Vergrößerung wurde die aufgehellte, in der Fotografie unten 
liegende Zone deutlicher (Abb. 9).  
Der oben gelegene Teil des Kollagenimplantats stellte sich homogen gelb, 
DTAF gefärbt und scharf umrissen dar. Mit  drei klaren Seitenkanten hob er sich 
von der Retina ab. Der untere Folienabschnitt wies eine bräunlich-weiße Zone 
auf, die mittig ein gelbes Areal aufwies. Beide Abschnitte waren von intakter 
Retina glatt überzogen, der Übergang innerhalb des Implantates war unscharf 
abzugrenzen. Es war keine Entzündungs- oder Narbenreaktion zu beschreiben.   
 
Bei der Dokumentation mit der Funduskamera (Abb. 10) stellte sich eine weiße, 
Licht emittierende Kollagenmembran dar.  
Sie wies unregelmäßige Randkonturen auf und war umgeben von einem nicht 
absorbierenden, schwarzen Fundus.  
Der apikale Abschnitt war rechteckig und klar begrenzt, der basale Abschnitt 
war ohne klare Kontur und lief unscharf gezahnt aus und entsprach damit den 
makroskopischen Aufnahmen.  
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Abb. 8: Retinaler Sektionsbefund 8 Wochen p.i. Links weiß der Sehnerv  
mit medullären Nervenfasern. Die Netzhaut ist durchsichtig glänzend und 
intakt. Folie markiert.   
 
 
 
 
 
Abb. 9: Detail Kollagenmembran 8 Wochen p.i. Fixierter  
Augenhintergrund. Gelbe Färbung der Kollagenfolie und aufgehelltes  
Areal im Implantationsgebiet.  
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Abb. 10: Angiografische Fundusaufnahme 8 Wochen  
p.i. Die DTAF gefärbte Kollagenfolie erscheint weiß  
vor einem nicht absorbierenden hinteren Augenabschnitt.  
 
Bei den Tieren im Beobachtungszeitraum von bis zu sechzehn Wochen waren 
die Kollagenimplantate glatt und vollständig in den subretinalen Raum integriert. 
In den Kontrolluntersuchungen fanden sich klare Netzhautverhältnisse.  
Bei der makroskopischen Präparation präsentierte sich die Retina sechzehn 
Wochen post implantationem transparent und glänzend intakt (Abb.11).  
 
Das Kollagenimplantat präsentierte sich sechzehn Wochen postoperativ 
homogen gelb, DTAF gefärbt, rechteckig und glatt unter der Netzhaut 
ausgebreitet. Es fand sich im operierten Areal weder eine entzündliche, noch 
eine narbige Reaktion. Das Implantat zeigte keine Zeichen von Einkapselung 
oder Gefäßeinsprossung.  
Lateral der Implantationszone, direkt unter den auslaufenden medullären 
Nervenfasern war ein bräunlich-weißes Areal zu finden (Abb.12). Während sich 
der  Rest des hinteren Augenabschnittes mit einer glänzenden, intakten, 
transparenten Neuroretina darstellte auf einem rot-blauen, chorioidalen 
Untergrund.  
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Abb. 11: Retinaler Sektionsbefund nach Fixation 16 Wochen p.i. Lateral von  
Transplantat und Sehnerv wurde der hintere Augenabschnitt als 1cm große  
Probe zugeschnitten. Folie markiert.  
 
 
 
Abb. 12: Detail Kollagenmembran 16 Wochen p.i. Links weiß der Sehnerv  
mit medullären Nervenfasern und Blutgefäßen. Die Netzhaut ist durchsichtig  
glänzend und intakt. Folie markiert. Bräunlich-weißes Areal unter den  
medullären Nervenfasern. 
 
 
 
 28 
4.3 Histologie 
Die DTAF-Färbung der Kollagenfolie erlaubte eine direkte Detektion auch im 
ungefärbten histologischen Schnittpräparat (Abb.13). Die DTAF gefärbte 
Kollagenmembran war im nativen Stufenschnitt als blass gelbe Struktur von 
circa 10µm zu beschreiben (gelber Pfeil). Sieben Tage post implantationem lag 
das Implantat als kompakte Struktur glatt im subretinalen Raum vor. Es 
integrierte sich apikal von RPE und  Choroidea (schwarzer und  transparenter 
Pfeil) und basal der Neuroretina in den hinteren Augenabschnitt.  
In der Fluoreszenzaufnahme desselben, nativen Stufenschnitts stellte sich die 
Membran stark gelb fluoreszierend dar. Das umgebende Gewebe blieb 
homogen schwarz (Abb. 14).  
Um einen Eindruck über die zellulären Prozesse bzw. den Erhaltungszustand 
der operierten Netzhaut zu erhalten, wurden HE gefärbte Schnittbilder beurteilt. 
Diese Färbung gab Informationen über die Ordnung der retinalen Schichten, die 
Anzahl der Zellkerne innerhalb der Netzhautschichten 
und die Dicke des gesamten Gewebes.  
Auch in den HE gefärbten histologischen Präparaten war die Kollagenmembran 
eindeutig zu identifizieren. Ein HE gefärbter Folgeschnitt von Abb. 14. sieben 
Tage p.i. zeigte die implantierte Kollagenmembran intakt und  glatt ausgebreitet 
(Abb.15).  
Die Membran stellte sich sieben Tage p.i. homogen, eosinrot gefärbt und 
kompakt dar. Ein fibrillärer Charakter des Implantats war nicht auszumachen. 
Das Folienstück (roter Pfeil) lag apikal des intakten retinalen Pigmentepithels 
(schwarzer Pfeil) und der Choroidea. In der Choroidea, basal der 
Implantationszone, waren mit Erythrozyten gefüllt Arteriolen und Kapillaren zu 
beschreiben. Es zeigte sich weder eine zelluläre Infiltration, noch eine 
Gefäßinjektion oder ein Ödem, die auf eine akute, lokale Entzündungsreaktion 
hinweisen würden. Die Neuroretina direkt apikal der Implantationsstelle war bei 
der HE-Färbung abgeschwommen. Sie war auf demselben Objektträger fixiert, 
aber zu weit entfernt, um sie in dieser hohen Vergrößerung in einer 
fotografischen Aufnahme zu dokumentieren. Bei der Dokumentation der 
abgeschwommenen  Neuroretina direkt apikal des Transplantates, wies diese 
eine intakte und physiologische Schichtung auf (Abb.16).  
In ihrem Größenverhältnis entsprach die Kollagenmembran etwa der inneren 
plexiformen Schicht (IPL).   
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Abb. 13: Subretinale Implantationszone 7 Tage p.i. Nativ. 200x. Die Kollagenfolie  
(gelber Pfeil) stellt sich als gelbes, kompaktes Material apikal des RPE (schwarzer  
Pfeil) und der Choroidea (transparenter Pfeil) dar. Maßstab 100 µm. 
 
 
Abb. 14: Fluoreszenzaufnahme der Kollagenmembran 7 Tage p.i. Nativ.. 200x.  
Die DTAF-Färbung der Kollagenfolie absorbiert das Licht des Mikroskops und  
erscheint homogen gelb. Maßstab 100 µm. 
 
Neuroretina  
Choroidea 
 30 
 
Abb. 15: Subretinale Implantationszone 7 Tage p.i. HE-Färbung. 200x.  
Die Neuroretina ist abgeschwommen. Eosinrot gefärbte Kollagenfolie  
(roter Pfeil), RPE (schwarzer Pfeil). Maßstab 100µm. 
 
 
Die einzelnen Schichten der Neuroretina werden im folgenden Text erklärt und 
deskriptiv verglichen mit einem nicht operierten Areal direkt lateral der 
Implantationsregion (Abb.17).   
Das Stratum limitans interum stellt die innere, zum Glaskörper weisende 
Gliagrenzschicht (ILM) dar und ließ sich als innerste Schicht der Neuroretina 
differenzieren (Abb.16).   
Das Stratum neurofibrarum (NFL) besteht aus Fußteilen der Müller-Fasern und 
schließt sich der ILM an. Im Stratum ganglionicum nervi optici (GCL) liegen die 
Zelleiber der Ganglienzellen, die sich an der Papille zum Nervus opticus 
vereinen. Deutlich dunkel violett waren die Zellkerne des N.opticus zu 
differenzieren. NFL und GCL zeigten sieben Tage p.i. in der operierten Region 
eine unruhige, aufgelockerte Struktur.  Das Stratum plexiforme internum (IPL) 
entspricht den Synapsen zwischen den bipolaren Ganglienzellen der inneren 
Körnerzellschicht und den multipolaren Ganglienzellen der GCL.  
Müllerstützfasern zogen sich senkrecht durch diese hellviolett gefärbte 
Retinaschicht.  Im Stratum nucleare internum, der inneren Körnerzellschicht 
(INL) imponierten dunkelviolett gefärbt die Kerne der bipolaren Ganglienzellen.  
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Abb. 16: Neuroretinale Implantationszone 7 Tage p.i. HE-Färbung. 400x. ILM= innere 
Gliagrenzschicht, NFL= Nervenfaserschicht, GCL= Ganglienzellschicht, IPL= innere 
plexiforme Schicht, INL= innere Körnerzellschicht= Bipolare Zellen, OPL= äußere 
plexiforme Schicht, ONL= äußere Körnerzellschicht, OS= Außensegmente der 
Photorezeptoren. Maßstab 50µm. 
 
 
Abb. 17: Intakte Retina lateral der Implantationszone 7 Tage p.i. HE-Färbung. 400x.  
ILM= innere Gliagrenzschicht, NFL= Nervenfaserschicht, GCL= Ganglienzellschicht,  
IPL+ OPL= innere+äußere plexiforme Schicht, INL= innere Körnerzellschicht, ONL= 
äußere Körnerzellschicht, OS= Außensegmente der Photorezeptoren. Maßstab 50µm.  
INL  
IPL  
GCL  
NFL  
ILM
ONL  
OPL  
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Dem Stratum plexiforme externum (OPL) stellt die Synapsen zwischen den 
Ganglienzellen der INL und den Photorezeptoren dar und färbte sich im HE-
Schnittbild hellrosa an, wie die IPL. Im Stratum neuroepitheliale, der äußeren 
Körnerzellschicht (ONL) liegen die Stäbchen und Zapfen, deren Zellkerne in 
Abb.16 dunkelviolett gefärbt zu sehen waren. 
Darunter waren die  Außensegmente der Photorezeptoren zu erkennen (OS). 
Insgesamt waren INL und ONL circa aus fünf Reihen Zellkernen aufgebaut.  
Die histologische Untersuchung der Neuroretina sieben Tage p.i. zeigte keinen 
Hinweis auf die stattgehabte Retinotomie. An der Operationsstelle war das 
Setzen der subretinalen Blase sieben Tage p.i. nicht mehr zu erkennen, eine 
Adhäsion der Neuroretina hatte stattgefunden. Entzündungszeichen oder die 
Einwanderung von Bindegewebs- oder Entzündungszellen waren nicht zu 
identifizieren.  
Die Retina direkt lateral der Implantationszone (Abb. 17) war insgesamt breiter 
als die operierte Retinaregion (Abb.16). Sie war sieben Tage p.i. homogen 
geschichtet und intakt (Abb.17). Deutlich dunkel violett angefärbt zeigten sich 
die Zellkerne der Körnerzellschichten (INL, ONL) und der Ganglienzellschicht 
(GCL). Die ONL war deutlich breiter als die INL. Stratum limitans interum (ILM), 
Stratum neurofibrarum (NFL) und Stratum ganglionicum nervi optici (GCL) 
zeigten einen homogenen, ruhigen  Aufbau. Die ganz basal gelegene, hellviolett 
gefärbte, streifige Zone entsprach den Außensegmenten der Photorezeptoren 
(OS). Im Vergleich zur Neuroretina in der Implantationsregion waren die OPL 
und die ONL lateral der Implantationsregion breiter und die OS erhalten und 
lang.  
 
In einem ungefärbten Paraffinschnitt drei Wochen p.i. stellte sich die 
Kollagenfolie in der mikroskopischen Fluoreszenzaufnahme (Abb.18) als stark 
absorbierendes,  gelbes Band von circa 40µm Dicke dar. Sie war horizontal  
und glatt integriert im subretinalen Raum. Einzelne Fluoreszenzartefakte waren 
apikal und basal des Implantats in der Choroidea zu beobachten. Die gelbe 
DTAF-Färbung der Kollagenmembran wirkte mittig apikal und lateral basal 
weniger dicht als in den übrigen Folienarealen.  Diese Auflockerung war nicht 
einheitlich in einer Region der Folie, sondern alternierend in basalen und 
apikalen Abschnitten zu beobachten. Sie gefährdete insgesamt aber nicht die 
eindeutig zu differenzierende, blockartige Folienstruktur des Implantats.  
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Abb. 18: Kollagenmembran 3 Wochen p.i. Nativer Schnitt. Fluoreszenzaufnahme der 
DTAF gefärbten Kollagenfolie. 200x. Heterogene Absorption. Maßstab 100µm. 
 
 
 
Abb.19: Subretinale Implantationszone 3 Wochen p.i. HE. 200x. Membran mit dichten 
Arealen (schwarzer Pfeil) und aufgelockerten Anteilen (transparenter Pfeil), RPE (weißer 
Pfeil) und Choroidea mit braunem Pigment. Maßstab 100µm. 
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In HE gefärbten Schnittbildern (Abb.19) war das ortsständige, retinale Gewebe 
vom implantierten Kollagenmaterial deutlich zu unterscheiden.  
Die Kollagenmembran war als hellrosa angefärbte, amorphe Struktur subretinal 
zu erkennen. Manche Folienanteile erschienen aufgelockert (durchsichtiger 
Pfeil), andere kompakt und dunkel rosa (schwarzer Pfeil)  gefärbt.   
Im durch die Schnittherstellung und Färbung entstanden, artifiziellen Spalt 
zwischen Retina und Implantat war rosa gefärbter Zelldetritus zu beobachten 
(weißer Pfeil). Teilweise stellte er sich als organisierter Zellverband mit violett 
gefärbten Zellkernen dar und war somit auch als diskontinuierliches RPE zu 
beschreiben. Die  Choroidea war gut durch die braun gefärbte Melanozyten und 
die teilweise mit Erythrozyten gefüllten Blutgefäße zu identifizieren und stellte 
sich insgesamt physiologisch und intakt dar. Es ließ sich weder eine vermehrte 
Blutgefäßfüllung oder Gefäßinjektion beobachten, noch eine Infiltration von 
Entzündungszellen oder Fibroblasten.  Die Folie war insgesamt circa 1500µm 
lang und war im Größenverhältnis zur Neuroretina etwa so breit wie die innere 
plexiforme Schicht. Drei Wochen p.i. liess die Kollagenfolie fibrilläre Anteile 
erkennen und zeigte sich insgesamt heterogener im Aufbau als sieben Tage p.i.  
 
Lateral der Implantationsregion am Übergang zu nicht operierten Arealen der 
Retina stellte sich ein Kalibersprung in Photorezeptoraußensegmenten und in 
der ONL dar (Abb.20, grauer Pfeil).  Die äußere Körnerzellschicht war direkt 
lateral der Kollagenfolie kompakt und breit mit mehrreihigen Zellkernen der PR. 
Das RPE war als einschichtige, violett gefärbte Zellschicht apikal der Choroidea 
zu differenzieren (durchsichtiger Pfeil). Die restlichen Schichten der Neuroretina 
stellten sich sowohl apikal als auch lateral des Implantats unverändert dar.  
 
Beim HE gefärbten histologischen Detail der Netzhaut (Abb. 21) direkt apikal 
der Implantationsstelle, war drei Wochen p.i. eine regelrecht geschichtete 
Neuroretina zu mikroskopieren. Die Zellkerne der Stäbchen und Zapfen in der 
äußeren Körnerzellschicht (ONL) waren dunkelviolett gefärbt und 
morphologisch regelrecht. Insgesamt stellte sich die äußere Körnerzellschicht 
schmaler dar als die innere Körnerzellschicht. Die Außensegmente der 
Photorezeptoren direkt apikal der Kollagenmembran waren verkürzt (OS).  
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Abb. 20: Retina und Implantat 3 Wochen p.i. HE. 200x. Übergang von verkürzte 
Photorezeptoraußensegmente in unbeeinträchtigte PR direkt lateral des Implantates 
(grauer Pfeil). RPE (durchsichtiger Pfeil). Maßstab 100µm. 
 
Abb. 21: Detail Retina apikal der Implantationszone 3 Wochen p.i. HE. 400x. Intakte 
Schichtung der Neuroretina. ONL = äußere Körnerzellschicht. Pathologische 
Außensegmente der PR = OS. Maßstab 50µm. 
 
OS 
ONL 
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Drei Wochen p.i. lagen rosa gefärbte Zellreste und  Zelldetritus im artifiziellen 
Spalt zwischen Implantat und Retina. Die stattgehabte Retinotomie war nicht zu 
differenzieren. Es war keine Proliferation von Gliazellen zu beschreiben und es 
zeigten sich keine Zeichen einer Infiltration von Blutgefäßen, Bindegewebs- 
oder Entzündungszellen. 
 
Acht Wochen p.i. zeigten native Schnitte die DTAF gefärbte Kollagenfolie in 
Fluoreszenzaufnahmen als inhomogene, absorbierende Struktur (Abb. 22). Der 
basale Teil des circa 35µm dicken Implantates emittierte kompakt und stark 
gelb leuchtend das Licht zwischen 492 und 516nm Wellenlänge. Der apikale 
Teil der Folie stellt sich heterogen durchsetzt, aufgelockert und unregelmäßig 
gelb dar.  
 
Abb. 22: Subretinale Implantationszone 8 Wochen p.i. Nativer Schnitt 200x. 
Fluoreszenzaufnahme der DTAF gefärbten Kollagenfolie. Heterogene Absorption der 
apikalen und basalen Folienabschnitte. Maßstab 100µm. 
 
 
Zehn Wochen p.i. war die Kollagenmembran in HE gefärbten, histologischen 
Schnitten als intakte, eosinrot gefärbte Struktur (Abb. 23, weißer Pfeil) von circa 
1500µm Länge zu erkennen. Das Implantat war in die physiologische 
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Schichtung des hinteren Augenabschnitts integriert. Die Membran lag apikal 
einer intakten Choroidea und erschien durchgehend, rosa gefärbt (weißer Pfeil). 
Ihre basalen Anteile waren aufgelockert und heller rosa angefärbt 
(transparenter Pfeil).   
Die Kollagenmembran war zehn Wochen p.i. im Vergleich zu Abb. 19 drei 
Wochen p.i. im Durchmesser deutlich schmaler und hatte eine Dicke von circa 
20µm. Es war weder ein Ödem, noch eine Gefäßinjektion oder eine Immigration 
von Entzündungszellen zu erkennen. Die Retina wies einen durch die 
Schnittherstellung entstandenen Spalt zwischen Implantat und PR auf.  
Zwischen Kollagenfolie und ONL war ein reaktives Gewebe zu beschreiben, 
bestehend aus violetten Zellkernen und hellrosa gefärbten faserigen Anteilen 
(schwarzer Pfeil). Die Zellkerne der Ganglienzellschicht (GCL), sowie der 
inneren und äußeren Körnerzellschicht (ONL) waren dunkelviolett gefärbt und 
regelrecht geschichtet. Die äußere Körnerzellschicht (ONL) war schmaler als 
die innere Körnerzellschicht. Intakte Photorezeptoraußensegmente waren mittig 
als rosa gefärbtes streifig wirkendes Areal, basal der ONL zu identifizieren 
(grauer Pfeil).  
 
Im HE gefärbten histologischen Schnitt zehn Wochen p.i. stellte sich die 
Neuroretina in der Implantationsregion mit einer insgesamt regelmäßigen 
Struktur dar (Abb.24). Die ONL war schmal und hatte weniger dunkelviolett 
angefärbte Zellkerne als die INL. Basal der ONL waren Photorezeptoren zu 
differenzieren (grauer Pfeil), deren Außensegmente  heterogen zu beschreiben 
waren. Die übrigen Schichten der Neuroretina stellten sich physiologisch und 
intakt dar.  Die Ganglienzellschicht zeigte einen integren, ruhigen Aufbau mit 
dunkelviolett gefärbten Zellkernen. Sie war klar von der inneren plexiformen, 
hellrosa gefärbten Schicht abzugrenzen, durch die sich die Fasern der 
Müllerzellen palisadenförmig zogen. Die äußere plexiforme Schicht, mit den 
Synapsen zwischen bipolaren Zellen und Photorezeptoren war ebenfalls intakt 
und hellrosa gefärbt. Es war keine Narbenreaktion zu beobachten und auch 
keine Abwehrreaktion des Organismus.  
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Abb. 23: Subretinale Implantationszone 10 Wochen p.i. HE 200x. Folie (weißer und 
transparenter Pfeil ), Photorezeptoren (grauer Pfeil), reaktives Gewebe (schwarzer Pfeil). 
INL+ONL= innere+ äußere Körnerzellschicht, GCL= Ganglienzellschicht, IPL= innere 
plexiforme Schicht. Maßstab 100µm.  
 
 
Abb. 24 Retinadetail von Abb.23 apikal des Transplantates 10 Wochen p.i. HE 400x. 
Photorezeptoren (grauer Pfeil) in der intakt geschichteten Neuroretina. INL+ONL= 
innere+ äußere Körnerzellschicht. Maßstab 50 µm. 
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Im Beobachtungszeitraum von sechzehn Wochen lag die Kollagenmembran im 
HE gefärbten Schnittbild als eosinophiles Band mit ca. 1500µm Länge und ca. 
35µm Dicke vor (Abb.25). 
Sie war als homogene Struktur apikal des RPE zu beschreiben. Basal davon 
war eine intakte Choroidea zu differenzieren, mit Erythrozyten gefüllten 
Blutgefäßen. Es fand sich weder ein Infiltrat mit Entzündungszellen noch ein 
bindegewebiger Umbauvorgang innerhalb der Implantationsregion. Der 
artifizielle Spalt zwischen Neuroretina und  Kollagenmembran war gefüllt mit 
rosa Zelldetritus. 
 
Sechzehn Wochen p.i. präsentierte sich das intakte und glatt entfaltete 
Kollagenimplantat zart rosa gefärbt. Im Detail konnte man die Membran mit 
dichteren, basalen (Abb.26, Pfeil) und aufgelockerten, apikalen Abschnitten 
beschreiben. Die darüber liegende Neuroretina war intakt und regelrecht 
geschichtet. Direkt auf der Kollagenmembran fand sich ein reaktives Material 
bestehend aus violett gefärbten Zellkernen und rosa gefärbten, den PR-
Außensegmenten ähnlichen Anteilen.  
 
Sechzehn Wochen p.i. ließen die Fluoreszenzaufnahmen nativer Paraffin-
schnitte (Abb.27) eine stark gelb fluoreszierende Membran erkennen, mit 
dichten, kompakten, basalen Arealen und aufgelockerten, apikalen Arealen. 
Das umgebende Gewebe absorbierte in diesem Wellenlängenbereich nicht und 
erschien schwarz.  
 
Beim genaueren Mikroskopieren der Neuroretina direkt apikal der 
Implantationszone sechzehn Wochen p.i. ließ sich eine intakte Schichtung 
festhalten (Abb.28). Die Zellkerne waren deutlich dunkelviolett gefärbt in beiden 
Körnerzellschichten und in der Ganglienzellschicht.   
Die äußere Körnerzellschicht war schmaler als die innere Körnerzellschicht. Die 
Außensegmente der Photorezeptorzellen waren verkürzt. Müllerstützfasern 
zogen sich senkrecht durch das Stratum plexiforme internum (IPL), das sich 
insgesamt hellrosa anfärbte. Es zeigten sich keine Zeichen einer 
Entzündungsreaktion. Auch ein Sklerose oder Narbenreaktion in der 
Neuroretina apikal der Implantationszone war nicht zu differenzieren.  
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Abb. 25:Transplantat in der subretinalen Implantationszone 16 Wochen p.i. HE 50x. 
Kollagenfolie liegt glatt und ausgebreitet im subretinalen Raum. Maßstab 500 µm. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26: Subretinale Implantationszone 16 Wochen p.i. HE 200x. Folie mit dichteren 
Anteilen (Pfeil) apikal des RPE. Maßstab 100 µm. 
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Abb. 27: Subretinale Implantationszone 16 Wochen p.i. Nativer Schnitt. 200x. 
Fluoreszenzaufnahme der DTAF gefärbten Kollagenfolie. Heterogene Absorption der 
apikalen und basalen Folienabschnitte. Maßstab 100 µm. 
 
 
 
 
Abb. 28: Retinadetail apikal des Transplantates 16 Wochen p.i. HE 400x. Regelmäßige 
Neuroretina, verkürzte Photorezeptoraußensegmente. IPL= innere plexiforme Schicht, 
INL= innere Körnerzellschicht, ONL= äußere Körnerzellschicht, OS= Außensegmente der 
Photorezeptoren. Maßstab 50µm.  
 
ONL 
INL 
IPL 
OS 
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4.4 Immunhistologie  
Immunhistologische Färbungen erlauben eine Identifizierung von Zelltypen und 
damit eine morphologische Analyse der Netzhaut. Für einen qualitativen 
Expressionsnachweis wurden mit den spezifischen Antikörpern GFAP, Merosin, 
Synaptophysin und p75 immunhistologische Färbungen durchgeführt.  
 
Der GFAP-AK charakterisiert immunzytologisch Astrozyten und Müllerzellen.  
In Schnittbildern fünf Wochen p.i. konnten mit GFAP die plexiformen Schichten 
verdeutlicht werden, in denen sowohl Mikrogliazellen zu finden sind, als auch 
Synapsen zwischen Ganglienzellen, amakrinen Zellen, Horizontalzellen und 
Bipolarzellen. Durch den GFAP-AK wurde die Nervenfaserschicht deutlich 
markiert, in der Astrozyten und marklose Axone der Ganglienzellen liegen. Mit 
dem GFAP-AK hoben sich besonders die Müllerzellen klar und dunkelbraun in 
ihrem Verlauf durch die Neuroretina hervor. Ihre Fortsätze, die Müllerfasern 
waren vor allem in der IPL zu beobachten. Die Müllerzellendfüße lagen pointiert 
in der Membrana limitans interna (ILM) und der Membrana limitans externa 
(OLM).   
In den GFAP markierten Schnittbildern der Retina fünf Wochen p.i. war eine 
deutliche Detektion der Gliagrenzschichten (ILM, OLM), der plexiformen 
Schichten (IPL, OPL) und der Müllerfasern zu beschreiben (Abb.29).  
Fünf Wochen postoperativ stellte sich in einem mit GFAP markierten Schnittbild 
die Kollagenmembran deutlich und homogen dar. Das Implantat  war kompakt 
und wies eine Dicke von ca. 50µm auf. Das Transplantat war glatt subretinal 
integriert, basal waren mit Erythrozyten gefüllte Blutgefäße der intakten 
Chorioidea zu differenzieren. Apikal der Kollagenfolie stellte sich eine regelrecht 
geschichtete Neuroretina dar. Die Ganglienzellschicht, die Körnerzellschichten, 
das  RPE  und die Chorioidea mit intravasalen Erythrozyten waren als intakt zu 
beschreiben. Die äußere Körnerzellschicht (ONL) war wesentlich schmaler als 
die INL und wies keine geregelte Schichtung auf. Außensegmente der 
Photorezeptoren waren nicht zu differenzieren. Apikal der Folie war eine braun 
gefärbte, reaktive Gewebeschicht zu beschreiben (weißer Pfeil). Dieses lockere 
Gewebe stellte sich GFAP positiv dar. Durch die  Markierung mit dem GFAP-AK 
ließen sich Rückschlüsse auf bindegewebige Anteile dieses reaktiven Gewebes 
ziehen.  
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Abb. 29: Retina und Implantat 5 Wochen p.i. GFAP. 200x. Kollagenfolie blau.  
Reaktive Gewebeschicht (weißer Pfeil). Müllerzellen deutlich GFAP positiv. NFL= 
Nervenfaserschicht, ILM+OLM= Innere+ äußere Gliagrenzschicht, IPL,OPL= innere+ 
äußere plexiforme Schicht, INL= innere Körnerzellschicht, ONL= äußere 
Körnerzellschicht. Maßstab 100µm. 
 
Abb. 30: Neuroretina direkt apikal des Implantats 5 Wochen p.i. GFAP. 400x. Deutliche 
Markierung von Müllerzellen und Astrozyten. ILM, OLM= innere+äußere Gliagrenz-
schicht, NFL= Nervenfaserschicht, IPL,OPL= innere+äußere plexiforme Schicht, 
INL+ONL= innere+äußere Körnerzellschicht. Maßstab 50µm. 
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Im Implantationsgebiet fünf Wochen post implantationem zeigte sich weder eine 
astrozytäre Infiltration oder Hyperproliferation, noch eine Narbenreaktion des 
Gewebes (Abb.29).   
 
In einer höheren Vergrößerung des Transplantationsgebietes fünf Wochen p.i. 
im GFAP gefärbten Schnittbild, wurde die Neuroretina direkt apikal der 
implantierten Kollagenmembran dargestellt (Abb.30). Die Müllerzellenendfüße 
markierten sich apikal in der ILM und basal in der OLM.  Astrozyten färbten sich 
in der NFL deutlich an. Die Müllerstützfasern zogen sich braun markiert 
senkrecht und parallel durch die gesamte Neuroretina. Mit Detektion der  
Zellleiber in der INL war somit die gesamte Müllerzelle GFAP positiv darstellbar. 
Die äußere Körnerzellschicht war schmaler als die innere Körnerzellschicht und 
sie war basal klar durch die deutlich braun markierte OLM abgrenzbar. 
Außensegmente der PR waren nicht eindeutig zu differenzieren.  
Basal der OLM stellten sich spindelförmige braun-graue Zellen dar, teilweise als 
lose Zellhaufen.   
 
Zehn Wochen p.i. konnte in der immunhistochemischen Markierung mit dem  
GFAP-AK eine aufgelockerte, retinale Struktur beschrieben werden. Das saure 
Gliafaserprotein markierte die Müllerzellen vor allem in der IPL und in der ILM, 
eine OLM war nicht zu identifizieren. Insgesamt wies  das  Implantationsgebiet 
zehn Wochen postoperativ eine unruhige Struktur auf mit glialen, reaktiven 
Membranen, durchsetzt von zellulären Anteilen. Bis zur INL war die Neuroretina 
homogen und regelrecht geschichtet. Die ILM, die GCL und die IPL waren 
intakt. Ab der INL war die Neuroretina in ihrer physiologischen Schichtung 
aufgehoben und sie endete basal in einer unregelmäßigen, fasrigen 
Gewebeschicht, die sich deutlich GFAP positiv markierte (Abb. 31).  
Das Implantat wies Zeichen eines Abbauprozesses auf (durchsichtiger Pfeil).  
Im durch die Schnittherstellung entstandenen, artifiziellen Spalt lag apikal des 
Implantats eine Gewebeschicht, die als locker, faserig und mehrschichtig zu 
beschreiben war (blauer Pfeil). In diesem reaktiven Gewebe waren einzelne 
blau gefärbte, teils spindelförmige Zellkerne zu erkennen. Direkt apikal der 
Kollagenfolie war das Gewebe GFAP positiv und von runden Zellkernen 
durchsetzt (weißer Pfeil) 
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Die Kollagenmembran war zehn Wochen nach der Implantation im subretinalen 
Transplantationsgebiet integriert und wies einen Durchmesser von ca. 25µm 
auf. Die Folie wies eine homogene Struktur und Färbung auf, war teilweise 
aufgelockert, fasrig, heterogen (durchsichtiger Pfeil) und teilweise von einzelnen 
Zellkernen durchsetzt.  
 
 
 
Abb. 31: Subretinale Implantationszone 10 Wochen p.i. GFAP 200x. Die DTAF gefärbte 
Kollagenfolie mit aufgelockerten Anteilen (durchsichtiger Pfeil). Reaktives Gewebe 
(weißer und blauer Pfeil). ILM= innere Gliagrenzschicht, GCL= Ganglienzellschicht, IPL= 
innere plexiforme Schicht, INL= innere Körnerzellschicht. Maßstab 100µm. 
 
Zwölf Wochen nach der Transplantation konnten in der immunhistochemischen 
Färbung mit GFAP retinale Gliazellen braun markiert werden. Insgesamt wie die 
Neuroretina eine intakte Struktur auf, mit einer deutlichen Anfärbung der 
Astrozyten in der NFL und der Mikrogliazellen in der IPL. Die Müllerzellen 
wurden in ihrem Verlauf durch die Neuroretina verdeutlicht.   
Das Intermediärfilament GFAP pointierte die apikalen Müllerzellenendfüße in 
der ILM (Abb.32). Im Transplantationsareal konnten die parallelen Müllerfasern 
bis zur Kollagenmembran verfolgt werden.  Das  Kollagenimplantat stellte sich 
intakt und subretinal integriert dar (blauer Pfeil) mit einem Durchmesser von ca. 
35µm.  
GCL 
ILM 
INL 
IPL 
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Bis zur INL wies die operierte Neuroretina eine physiologische Struktur und 
Schichtung auf. Die ONL und die OPL waren in der Transplantationsregion 
nicht eindeutig zu differenzieren und gingen mit teils vakuoligen Anteilen in eine 
heterogene, reaktive Gewebeschicht direkt apikal der Kollagenfolie über (Abb. 
32, weißer Pfeil). Diese Gewebeschicht war deutlich GFAP positiv und ließ 
damit Rückschlüsse auf einen glialen Ursprung zu. Die Chorioidea stellte sich 
intakt dar mit zahlreichen Blutgefäßanschnitten. Die Transplantationsregion 
wies zwölf Wochen nach der subretinalen Transplantation keine Entzündungs- 
oder Narbenreaktion auf.  
 
Zwölf Wochen p.i. war ein deutlicher und scharfer Übergang zwischen dem  
Transplantationsgebiet und lateralen, nicht operierten Gebieten zu beschreiben.  
Im Vergleich zum Einsatzgebiet der Kollagenmembran fand sich im nicht 
operierten Areal eine geringere Markierung mit dem glialen Marker GFAP. Sehr 
deutlich war dies in der ILM, der NFL und der IPL zu beschreiben.  Während 
sich GFAP positive Müllerzellen im Transplantationsgebiet deutlich durch die 
Neuroretina zogen, waren lateral des Transplantationsgebiets nur einzelne 
Müllerfasern in der IPL und wenige Müllerendfüße in der ILM zu beobachten 
(Abb.33).  
Im nicht operierten Areal war eine völlig intakte Morphologie der Neuroretina zu 
beschreiben. Die Zellkerne in der GCL, der INL und der ONL waren homogen 
und zeigten eine regelrechte Dicke und Schichtung. Die beiden nukleären 
Schichten waren klar abzugrenzen von den beiden plexiformen Schichten. 
Lateral der Kollagenfolie zeigten sich homogene Außensegmente der PR (OS) 
und sowohl ein intaktes RPE als auch eine intakte Choroidea.   
Die Kollagenmembran war von einem GFAP-AK positivem, reaktivem Gewebe 
umgeben.  
Es zeigte sich zwölf Wochen nach der Transplantation weder eine 
Entzündungs- noch eine Narbenreaktion, nicht in der Implantationszone der 
Kollagenmembran und auch nicht direkt lateral, in den sich anschließenden 
Zonen des hinteren Augenabschnitts.   
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Abb. 32: Subretinales Implantationsgebiet mit Kollagenfolie. 12 Wochen p.i. GFAP  
200x. Folie (blauer Pfeil) mit GFAP positiven Arealen. Reaktives Gewebe  
(weißer Pfeil). ILM= innere Gliagrenzschicht, NFL= Nervenfaserschicht, IPL= innere 
plexiforme Schicht, INL= innere Körnerzellschicht. Maßstab 100µm. 
 
Abb. 33: Lateral von Abb. 32. 12 Wochen p.i. GFAP 200x. Übergang zum nicht  
operierten Areal. Müllerzellen und Astrozyten markiert. INL, ONL= innere+ äußere 
Körnerzellschicht, OS= Außensegmente der PR. Maßstab 100µm.  
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Immunhistochemische Färbungen mit dem Merosin-AK erlauben eine Detektion 
von Laminin II. Dieses Protein kommt  in Basalmembranen und in der EZM von 
Fibroblasten vor. Fibroblasten findet man sowohl in frühen als auch in späten 
Phasen einer  entzündlichen Reaktion.  
 
Zehn Wochen nach der subretinalen Transplantation der Kollagenmembran 
konnte in Merosin gefärbten Schnittbildern die innere Gliagrenzschicht deutlich 
hervorgehoben werden (ILM). Der AK diente als Basalmembranindikator.  
Insgesamt stellte sich die Retina intakt und physiologisch geschichtet dar. Die 
ILM hob sich schmal und dunkelbraun gefärbt von der sich anschließenden 
Nervenfaserschicht ab. Die OLM wurde durch die Färbung mit Merosin pointiert 
und ließ sich von den Außensegmenten der PR und  der ONL abgrenzen. 
Die Ganglienzellschicht (GCL) und die innere und äußere Körnerzellschicht 
(INL, ONL) zeigten eine morphologisch regelrechte Schichtung (Abb. 34).  Die 
ONL war, wie bei einer intakten Netzhautsituation zu erwarten, breiter als die 
INL. Die PR stellten sich regelrecht mit intakten Außensegmenten dar.  
 
Zehn Wochen p.i. war apikal der ILM ein einzelner runder Zellklumpen zu 
identifizieren, der differenzialdiagnostisch an Makrophagen oder Fibroblasten 
denken ließ (Pfeil). Auch in der INL, der ONL und basal der PR waren runde, 
Merosin positive Zellen zu differenzieren. Sonst zeigte sich keine zelluläre 
Reaktion, die auf einen entzündlichen Prozess hinweisen würde, wie 
Makrophagen oder Fremdkörperriesenzellen.  
Es zeigte sich kein Hinweis auf eine chronische Entzündungsreaktion, wie 
Granulationsgewebe oder Kapillareinsprossung. 
   
Zwölf Wochen nach Transplantation der Kollagenmembran stellte sich in den 
mit Merosin gefärbten Schnittbildern die Neuroretina intakt und regelrecht 
geschichtet dar. Durch den Merosin-AK ließ  sich sowohl die innere als auch die 
äußere Gliagrenzschicht als deutliche Schicht detektieren und abgrenzen.  
Die PR und ihre OS waren homogen und intakt (Abb. 35).  
Zwölf Wochen nach der subretinalen Implantation zeigte sich weder eine 
entzündliche Reaktion noch eine Narbenreaktion in der Implantationsregion der 
Kollagen Typ I -Membran. 
 
 49 
 
Abb. 34: Retinadetail lateral der Implantationsregion. 10 Wochen p.i. Merosin 400x. 
ILM= innere Gliagrenzschicht, GCL= Ganglienzellschicht, INL+ONL= innere +äußere 
Körnerzellschicht= Bipolare Zellen, OLM= äußere Gliagrenzschicht. Zellhaufen (Pfeil). 
Maßstab 50µm. 
 
Abb. 35: Intakte Retina  lateral des Implantationsgebiets. 12 Wochen p.i. Merosin 400x. 
ILM= innere Gliagrenzschicht, OLM= äußere Gliagrenzschicht. OS= Außensegmenten der 
PR. Maßstab 50µm 
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Immunhistochemische Markierungen mit dem Synaptophysin-AK markieren die 
Vesikel der Präsynapse und lassen Rückschlüsse zu auf deren Verteilung im 
Gewebe.  
Im Beobachtungszeitraum von fünf Wochen hob Synaptophysin deutlich braun 
die plexiformen Schichten (IPL, OPL) hervor. Durch die Markierung zeigte sich 
eine Expression von präsynaptischen Vesikeln in der IPL, in der zahlreiche Zell-
Zellkontakte zwischen Ganglienzellen, amakrinen Zellen, Horizontalzellen und 
Bipolarzellen zu finden sind.  
Die OPL ging diskontinuierlich auslaufend in eine Gewebeschicht über, die sich 
aufgelockert und fasrig darstellte (Abb.36). Die Verteilung von präsynaptischen 
Proteinen zwischen Axonen der PR und Dendriten der Bipolar- und 
Horizontalzellen in der OPL schien morphologisch verändert, im Vergleich zu 
nicht operierten Arealen des subretinalen Raumes.  
Das Kollagenimplantat zeigte sich kompakt mit einer Dicke von ca. 25µm. Die 
Membran war basal der Neuroretina glatt in den hinteren Augenabschnitt 
integriert.   
 
Abb. 36: Retina direkt apikal des Implantats 5 Wochen p.i. Synaptophysin. 200x. Die 
innere und die äußere plexiforme Schicht (IPL, OPL) sind Synaptophysin positiv.  
INL= innere Körnerzellschicht. Reaktive Gewebeschicht (weißer Pfeil). Maßstab 100µm. 
IPL  
OPL  
INL  
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Fünf Wochen nach Implantation der Kollagenmembran war eine intakte 
Schichtung der Neuroretina bis zur OPL zu beschreiben. Die INL war deutlich 
zu differenzieren, dagegen stellte die ONL keine einheitliche Zellschicht dar. PR 
waren nicht zu differenzieren. Durch die neuroendokrine Markierung war direkt 
basal der Kollagenfolie eine braun gefärbte Zone zu beschreiben (weißer Pfeil).  
Die Chorioidea stellte sich intakt dar.  
 
Zwölf Wochen nach der Transplantation zeigte sich die Kollagenmembran in 
immunhistochemischen Färbungen mit Synaptophysin in den Subretinalraum  
integriert. Eine homogene Markierung der präsynaptischen Proteine kam im 
Stratum plexiforme internum (IPL) und im Stratum plexiforme externum (OPL) 
zur Darstellung (Abb. 37). Bis zu INL wiesen die inneren, retinalen Schichten im 
Transplantationsgebiet eine intakte Morphologie auf. Ab der INL stellte sich die 
Neuroretina uneinheitlich dar, PR waren nicht zu differenzieren. Die OPL bildete 
eine lockere Gewebeschicht durchsetzt von Zellkernen und reichte bis auf das 
Implantat. Links im Bild stellte sich die Folie homogen dar direkt darüber war die 
Neuroretina morphologisch unverändert und intakt. Die äußere Gliagrenzschicht 
(OLM) zeigte eine Expression neuroendokriner Proteine und war zwischen den 
Innen- und Außengliedern der Photorezeptoren als braun gefärbte Schicht 
abzugrenzen. Diese Expression verdeutlichte die Zellkontakte zwischen 
Innengliedern der PR und basalen Müllerzellendfüßen.   
Die Membran wies zwölf Wochen nach Implantation eine heterogene Struktur 
auf. In manchen Arealen vor allem apikal wies das Implantat Synaptophysin 
positive  Areale auf (Pfeil), insgesamt war sie ca. 35µm dick.   
Zwölf Wochen nach der Implantation war lateral der Transplantationsstelle eine 
intakte Morphologie und Schichtung der Neuroretina zu beobachten. Deutlich 
mit Synaptophysin markiert zeigten sich die beiden plexiformen Schichten (IPL, 
OPL), was Rückschlüsse auf Zell-Zell-Kontakte in diesen Arealen zulässt.  
Die Neuroretina war in ihrem Aufbau vollständig und alle Schichten waren 
regelrecht breit und klar voneinander abzugrenzen. Die PR kamen mit 
homogenen Außensegmenten zur Geltung. Die Chorioidea zeigte sich intakt mit 
Blutgefäßen, pigmenthaltigen Zellen und intravasalen Erythrozyten (Abb. 38) 
Direkt apikal der Kollagenfolie lag eine einschichtige Zellreihe (Pfeil), die sich 
lateral des Implantats als RPE kontinuierlich apikal der Choroidea und basal der 
Photorezeptoren  fortsetzte.  
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Abb. 37: Subretinales Implantationsgebiet 12 Wochen p.i. Synaptophysin 200x. Folie 
(Pfeil) mit braun gefärbten apikalen Anteilen. OLM = Äußere Gliagrenzschicht, GCL= 
Ganglienzellschicht. CHO= Chorioidea. IPL, OPL= innere+ äußere  plexiforme Schicht, 
INL= innere Körnerzellschicht. Maßstab 100µm. 
 
Abb. 38: Lateral des subretinalen Implantationsgebietes 12 Wochen p.i. Synapto- 
physin 200x. RPE (Pfeil) auf Kollagenfolie. IPL+OPL= innere+äußere plexiforme  
Schicht, INL= innere Körnerzellschicht, OLM= äußere  Gliagrenzschicht,  RPE=  
Retinales Pigmentepithel, CHO= Chorioidea. Maßstab 100 µm. 
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Bei immunhistochemischen Färbungen mit dem spezifischen AK p75 werden 
Rezeptoren für Neurotrophin detektiert. Dadurch markieren sich in mit p75 
gefärbten histologischen Schnittbildern Nervenfasern und Axonbündel in der 
Nervenfaserschicht.  
 
Zehn Wochen nach Implantation der Kollagenmembran wies die Neuroretina 
innerhalb der Implantationszone eine aufgelockerte Schichtung auf. Die NFL 
wurde deutlich durch den p75-AK markiert.   
Die inneren Zellschichten (NFL, GCL, IPL) waren regelrecht geschichtet, aber 
unruhig in ihrem Erscheinungsbild. Ab der inneren Körnerzellschicht (INL) 
waren weder einzelne Zellschichten noch Photorezeptoren zu differenzieren.  
Richtung Glaskörper waren fasrige Strukturen zu erkennen (Abb.39), in 
Richtung des Implantates schloss sich eine reaktive Gewebeschicht an, die von 
Zellkernen durchsetzt war. Ähnlich wie in Abb. 31 waren basale Abschnitte 
dieses Gewebes kompakt und als zellulär durchsetzt zu beschreiben (Pfeil). Die 
Kollagenmembran war als heterogene Struktur darstellbar (blauer Pfeil). Sie lag 
subretinal integriert und war ca. 25µm dick.  
 
Zehn Wochen nach Implantation der Kollagenmembran zeigte sich direkt lateral 
der Implantationsregion in p75 gefärbten Schnittbildern eine regelrechte und 
physiologisch geschichtete Neuroretina.  Mit dem Synaptophysin-AK markierten 
sich Axonbündel der Ganglienzellen in der NFL.  Alle Schichten der Neuroretina 
wiesen einen intakten Aufbau auf (Abb. 40).  Die Photorezeptoraußensegmente 
(OS) waren intakt und homogen zu differenzieren. Das retinale Pigmentepithel 
(RPE) war als einschichtige Membran apikal der Chorioidea  zu beschreiben.  
 
Zwölf Wochen p.i. war die Markierung der Nervenfasern mit p75 in einer 
Übersichtsaufnahme der Implantationsregion zu beobachten. Die Neurotrophin-
rezeptoren in Nervenfasern der NFL markierten sich deutlich (weißer Pfeil). Die 
Axonbündel des Nervus opticus waren als braun gefärbte, ovale Auftreibungen 
in der Nervenfaserschicht zu differenzieren (Abb. 41). Die Neuroretina wies im 
Implantationsgebiet eine Narbenreaktion auf (brauner Pfeil).  
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Abb. 39: Subretinale Implantationszone 10 Wochen p.i. p75 200x. Kollagenfolie  
(blauer Pfeil). Reaktives Gewebe mit kompakten Anteilen (durchsichtiger Pfeil).  
NFL= Nervenfaserschicht, IPL= innere plexiforme Schicht, INL= innere Körnerzell-
schicht, Maßstab 100µm. 
 
Abb. 40: Intakte Retina direkt lateral der Implantationsregion 10 Wochen p.i. p75 200x. 
NFL= Nervenfaserschicht, GCL= Ganglienzellschicht, IPL, OPL= innere+äußere 
plexiforme Schicht, INL+ONL= innere+ äußere Körnerzellschicht, OS= PR-
Außensegmente, RPE= Retinales Pigmentepithel, CHO= Choroidea. Maßstab 100µm. 
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Abb. 41: Implantationsgebiet 12 Wochen p.i. p 75 50x. Markierte Axonbündel (weißer  
Pfeil in der Nervenfaserschicht der Neuroretina. Narbe (brauner Pfeil). Chorioidea  
und Sklera  schließen sich basal an. Maßstab 500µm 
 
Abb. 42: Retinadetail der Narbenreaktion im Implantationsgebiet 12 Wochen p.i. p75 
400x. IPL= innere plexiforme Schicht, INL+ONL= innere+ äußere Körnerzellschicht, 
OPL= äußere plexiforme Schicht, OS= PR-Außensegmente, Maßstab 50µm 
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Das Narbengewebe direkt apikal der Kollagenfolie zeigte eine aufgehobene 
Schichtung der inneren retinalen Schichten bis zur IPL und wenig p75 positive 
Nervenfasern in der NFL. Direkt lateral der Narbenreaktion war sowohl eine 
morphologisch intakte Retina zu beschreiben, als auch unveränderte weitere 
Schichten des hinteren Augenabschnitts.   
 
Zwölf Wochen p.i. verdeutlichte die p75 gefärbte Detailaufnahme der 
Narbenreaktion (Abb.42) einen intakten Aufbau der neuroretinalen Schichten 
bis zur INL. Die Außensegmente der Photorezeptoren waren homogen zu 
differenzieren.  Die NFL und die GCL verschmolzen als eine heterogene 
Zellschicht mit blau gefärbten Zellkernen der Ganglienzellen umgeben von 
immunhistochemisch p75 positiven Nervenfasern.  
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5. Diskussion 
In der medizinischen Forschung wurden in den letzten Jahren zahlreiche 
Therapieansätze entwickelt, um degenerative Augenerkrankungen zu heilen. 
Degenerative Erkrankungen der Retina sind weltweit verantwortlich für eine 
große Anzahl von sehbehinderten Menschen. Eine kurative Therapie für die 
fortgeschrittene, irreversible Degeneration wurde bisher noch nicht gefunden 
(Wang et al. 2010). Die häufigste retinale Degeneration ist die altersabhängige 
Makuladegeneration (AMD), sie macht circa 95% der retinalen Degenerationen 
aus und stellt bei Menschen über dem 60. Lebensjahr den häufigsten Grund für 
einen Verlust der zentralen Sehschärfe dar (Del Priore et al. 2006). Bei der 
AMD kommt es zu einem Funktionsverlust des retinalen Pigmentepithels (RPE) 
und durch die Degeneration der darüber gelegenen Photorezeptoren (PR) zu 
einem  Verlust des zentralen Visus (Binder et al. 2007). Die AMD wird in eine 
trockene und in eine feuchte Form unterteilt, wobei die feuchte Form mit der 
Bildung von subretinalen Neovaskularisationen assoziiert ist. Für die trockene 
Form, die durch eine progrediente Bildung von Drusen charakterisiert ist, gibt es 
bisher keinen chirurgischen Therapieansatz. Für die feuchte Form werden 
heutzutage hauptsächlich Anti-VEGF Medikamente intravitreal eingesetzt, um 
das Fortschreiten der Neovaskularisationsmembranen unter Kontrolle zu halten 
(Rosenfeld et al. 2006, Costa at al. 2006). Zwei chirurgische Ansätze wurden in 
den letzten zwanzig Jahren ausführlicher untersucht, um bei Patienten mit AMD 
die Sehkraft wieder her zu stellen.  
Diese sind zum einen die Translokation der Makula (Falkner 2007) und zum 
anderen die Transplantation von Pigmentepithelzellen in den Subretinalraum 
(Binder et al. 2002, Thumann et al. 2000). Die Makulatranslokation verbesserte 
den Visus zeitweise bei einem selektiven Patientenkollektiv, aber die 
traumatische OP, das Komplikationsrisiko und die nur zeitlich begrenzte 
Visusverbesserung schränkten die Anwendbarkeit der Methode ein (Aisenbrey 
et al. 2007). Die subretinale Transplantation von RPE und IPE in Suspension 
führte zu keiner andauernden Visusverbesserung, (Algvere et al. 1994,  Del 
priore et al. 2001, Peyman et al. 1991, Seiler et al. 2008, Wang et al. 2008) da 
die transplantierten Zellen subretinal keine funktionsfähige Zellschicht bilden 
konnten (Aisenbrey et al. 2006, Tomita et al. 2005). Für eine erfolgreiche 
Transplantation von Zellen müssen sich die retinalen Pigmentepithelzellen in 
die Architektur des hinteren Augenabschnittes integrieren, zwischen Bruch-
 58 
Membran und Neuroretina (Falkner-Radler et al. 2010). Da die Einheit aus PR 
und RPE den Seheindruck generiert, sind die korrekte Anatomie und 
Organisation unabdingbar, für deren Funktion und Metabolismus (Gouras et al. 
1994). Nur über eine funktionsfähige Einheit aus RPE und Bruch-Membran 
können PR erhalten werden und einen degenerativen Verlust der Sehkraft 
verhindern (Lavik et al 2005). Damit sich transplantierte Zellen auch auf einer 
pathologisch veränderten Basalmembran differenzieren können (Del Priore 
2004, Gullapalli et al. 2005, Tezel et al. 2004) ist ein Stützgewebe nötig, dass 
die Integration in de subretinalen Raum fördert (Tao et al. 2007). Die 
Transplantation von RPE-Zellen auf einem Trägermaterial konnte ein 
verbessertes Überleben der Zellen zeigen (Tezel at al. 1997, Tomita et al. 2005, 
Tao et al. 2006). Dieses Stützgewebe trug den Zellverband und dient solange 
als Adhäsionshilfe (Hynes & Lavik 2010), bis sich die transplantierten Zellen 
differenzieren, eine funktionelle Zellschicht bilden und das pathologisch 
veränderte RPE ersetzen können (Tezel et al. 1997).  
Stützgewebe zum chirurgischen Gewebeersatz  werden im “tissue engineering“ 
entwickelt (Vacanti & Langer 1999), außerdem werden Biomaterialien 
untersucht, die als Nahtmaterial, Gewebeklebstoff, Hämostyptika oder 
Medikamententräger verwendet werden (Nair & Laurencin 2006).  Heutzutage 
liegt der Fokus des “tissue engineering“ vor allem auf biodegradierbaren, sehr 
gut biokompatiblen Materialien (Yoshimoto at al. 2003). Biodegradierbare 
Materialien werden vom Körper umgebaut in Stoffe, die körpereigenen 
Metaboliten entsprechen oder in Stoffe, die der Körper eliminieren kann. 
Dagegen müssen biostabile Materialien teilweise in einem zweiten Eingriff 
entfernt werden (Langer 2000).  
Die Abbaurate der biodegradierbaren Materialien muss der physiologischen 
Gewebewachstumsgeschwindigkeit entsprechen, damit eine Integration in den 
natürlichen Zellverband möglich ist (Stock & Vacanti 2001). Die Abbaurate von 
Biomaterialien wird beeinflusst durch das Immunprivileg (Streilein 1990), die 
Blut-Retina-Schranke (Colthurst et al. 2000) und die Blutversorgung des Auges.  
Ein Vorteil des subretinalen Raums ist die Blutversorgung durch Diffusion aus 
der Choroidea. Bei der Übertragung des Tiermodells auf den Menschen muss 
beachtet werden, dass sich die Blutversorgung der Retina unterscheidet und 
damit auch das Degradationsverhalten des Biomaterials. Die Retina der 
Kaninchen ist merangiotisch. Der Fundus ist avaskulär außer einem  horizontal 
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verlaufenden Blutgefäßband, mit dem konfluent die myelinisierten Nervenfasern 
verlaufen (de Schaepdrijver et al. 1989). In unseren Versuchen implantierten wir 
die Kollagenmembran stets lateral des Gefäß-Nervenbandes.   
Dagegen wird beim holangiotischen, humanen Fundus die Versorgung der PR 
überall durch einen intakten Verbund aus RPE, Bruch-Membran und Chorioidea 
gewährleistet. Zum Ersatz von RPE kann avaskuläres Gewebe transplantatiert 
werden (Colthurst et al. 2000), da die Nährstoffversorgung natürlicherweise von 
darunter liegenden Schichten gesichert wird.  
Bei anderen Anwendungsformen des “tissue engineering“ stellt gerade die 
Induktion von Blutgefäßen oft ein unlösbares Problem dar (Mano et al. 2007).   
Neben RPE können auch corneale Transplantate nicht vaskularisiert implantiert 
werden, da der Nährstofftransport über diese Epithelien per Diffusion erfolgt 
(Sommer et al. 2006). 
Untersuchungen an okkulären Epithelien, wie dem RPE und der Cornea 
ermöglichen flache Applikationsformen des Gewebeersatzes. Erfahrungen aus 
zweidimensionalen Untersuchungen helfen der Entwicklung dreidimensionaler 
Anwendungen des “tissue engineering“ (Chan & Mooney 2008), die komplexere  
Gewebestrukturen ersetzen sollen.   
Das Implantierte Material dient im Einsatzgebiet als zelluläre Leitstruktur. Es 
soll im Empfänger abgebaut und durch neu synthetisiertes Gewebe ersetzt 
werden (Lavik et al. 2005). Biodegradierbare Materialien werden gemäß ihrer 
Herkunft in synthetisch und biologisch unterteilt, wobei die biologischen 
Materialien auch synthetisch hergestellt werden können (Kohane & Langer 
2008). Synthetische Materialien haben den Vorteil, dass technische Parameter, 
wie Dicke, Steifigkeit, Porosität und Degradierbarkeit beim Herstellungsprozess 
kontrolliert und reproduzierbar variiert werden können (Lu et al. 2001). Zu den 
synthetischen Polymeren gehören zum Beispiel aliphatische Polyester, wie 
Polylactid-co-Glycolid (PLGA) oder Poly-L-lactid (PLLA), die als absorbierbares 
Nahtmaterial und als Medikamentenabgabe-Membran in Verwendung  sind  
(Janoira et al. 2007). In-vitro zeigten PLLA/PLGA-Membranen ein gutes RPE 
Wachstum, aber bei ihrer Degeneration fallen saure Abbauprodukte an, die zu 
einer Entzündungsreaktion führen können (Hadlock et al.1999). Außerdem war 
eine PLLA/PLGA-Membran mit 150µm Dicke unflexibel (Tomita at al. 2005) und 
damit nicht geeignet für eine 0,9mm Sklerotomie und einen in-vivo Versuch mit 
dieser Operationstechnik. Weitere synthetische Materialien sind poly-
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Hydroxybutyrate-co-Hydroxyvalerate. Dieses Material ist biodegradierbar und 5-
10µm dünne, stabile Membranen konnten erfolgreich mit RPE besiedelt werden 
(Tezcaner et al. 2003). Auch auf 5µm dünnen Membranen aus dem 
synthetischen Material Polydimenthylsiloxan (PDMS) konnte RPE erfolgreich 
kultiviert werden (Lim et al. 2004). Daten zur Bioverträglichkeit im subretinalen 
Raum oder zu einer Integration in die Anatomie des hinteren Augenabschnitts 
liegen bisher noch keine vor.  
Verschiedene biologische, natürlich vorkommende Biomaterialien wurden im 
subretinalen Raum als Trägermaterial untersucht und erfolgreich mit RPE 
besiedelt (Hynes & Lavik 2010).  Materialien wie die Descemet-Membran der 
Hornhaut (Thumann at al. 1997), die Vorderkapsel der Linse (Hartmann et al. 
1999), die innere limitierende Membran der Retina (Beutel et al. 2007) und 
Amnionmembran (Capeans  et al. 2003) haben den Vorteil, dass ihre 
Bestandteile (Laminin, Kollagen, Fibronectin) ein Zellwachstum fördern. Indem 
das Biomaterial physiologische Komponenten der natürlichen EZM des zu 
ersetzenden Gewebes aufweist, ist eine Integration in die Gewebeschichten 
des Empfängers möglich (Niknejad et al. 2008).  
Im Auge wurde die Anwendbarkeit von biologischen, natürlich vorkommenden 
Materialien durch eine unverhältnismäßige Materialdicke oder durch eine 
schwierige Manipulierbarkeit eingeschränkt (Giordano et al. 1997, Nicolini et al. 
2000, Neeley et al. 2008,  Singh et al. 2001).   
Biologische Materialien können auch synthetisch hergestellt werden und 
differenzieren sich in Polysaccharide, Polyhydroxyalkanoate und Proteine, die 
wiederum in Kollagene, Gelatine und Albumin unterteilt werden (Del Priore et al. 
2004).   
Die Ähnlichkeit von biologischen Materialien mit Komponenten der EZM stellt 
durch das Bereitstellen der physiologischen Zellumgebung eine sehr günstige 
Eigenschaft zum Gewebeersatz dar (Tezel et al. 2004). Das biologische Protein 
Kollagen ist die Hauptkomponente der Extrazellulärmatrix (Malafaya et al. 2007) 
und Kollagen Typ I, III, IV und V sind Bestandteile der Bruch-Membran 
(Sheridan et al. 2004). Es konnte gezeigt werde, dass Kollagen Typ I einen 
passenden Untergrund für die Adhäsion von RPE in Kultur darstellt (Bhatt et al. 
1994, Lu et al. 2007).  Eine Kollagen Typ I-Membran mit einer Dicke von 2,4 µm 
bewies bei in-vitro- Versuchen Diffusionseigenschaften, die denen der Bruch-
Membran vergleichbar waren (Lu et al. 2007). Weiterführende Versuche zur 
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Stabilität und Manipulation der Membran, sowie Implantationsversuche in-vivo 
liegen bisher nicht vor.  
Kollagen Typ I ist die Hauptkomponente der inneren Kollagenschicht der Bruch-
Membran (Sheridan et al 2004), der Basalmembran des RPE. Bei der AMD 
bilden sich in dieser Schicht der Bruch-Membran Drusen, die in Folge zu einem 
dysfunktionellen  RPE führen (Green et al.1985).  
Bei der Übertragung des Tiermodells auf den Menschen muss beachtet 
werden, dass weder das RPE noch die Bruch-Membran pathologisch verändert 
sind (Zeiss 2010).  Die von uns verwendeten Kaninchen hatten physiologische, 
gesunde Netzhautverhältnisse zum Zeitpunkt der Transplantation.  
In den Versuchen haben wir eine Membran aus dem synthetisch hergestellten, 
biologischen Protein dem Kollagen Typ I mit einer Dicke von 7µm subretinal 
transplantiert. Die untersuchte Membran wies eine der Bruch-Membran 
ähnliche Oberflächenmorphologie und Struktur auf (Thumann et al. 2008). Die 
Membran war eigenstabil, elastisch und leicht zu Bearbeiten, sowohl bei der 
DTAF-Färbung und dem Zuschneiden, als auch zu Handhaben bei der 
subretinalen Implantation. Auch bei Zellbesiedlungsversuchen mit ARPE-19 
konnte sie durch ihre hohe Eigenstabilität gut kultiviert werden (Thumann et al. 
2008). Intraoperativ konnte die Kollagenmembran in 2mm großen Quadraten 
durch eine 0,9mm große Sklerotomie mit humanen Operationswerkzeugen in 
den subretinalen Raum von Kaninchen transplantiert werden.  Wir verwendeten 
Kaninchen als Versuchstiere, da bei ihnen subretinale Operationstechniken 
etabliert werden können, die mit denen am humanen Bulbus vergleichbar sind. 
Der runde Bulbus des Kaninchen ähnelt mit circa 16mm Durchmesser dem 
ovalen Bulbus des Menschen mit circa 24mm Durchmesser (Gelatt 2007), so 
dass humane Operationstechniken benützt werden können.  
Die von uns verwendete subretinale Implantationsmethode erlaubte eine direkte 
Sicht auf das Transplantationsgebiet, sie war wenig traumatisch und präzise 
(Wongpichedchai et al. 1992). Dadurch konnte eine komplette und glatte 
Entfaltung der Kollagenmembran unter Sicht durchgeführt werden, was bei 
besiedelten Substraten eine  Polarität gewährleistet.   
Das Setzen einer subretinalen Blase führte zu einer lokalen Retinotomie, die 
postoperativ in makroskopischen und mikroskopischen Untersuchungen nicht 
zu identifizieren war. Dies spricht für eine rasche Adhäsion der Neuroretina 
(Ivert & Gouras 2007).   
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Da die Kollagenmembran subretinal in den physiologischen Spalt zwischen PR 
und RPE geschoben wurde,  blieb die Schichtung der Retina auch nach der 
Implantation intakt. Die Membran entfaltete sich vollständig im Subretinalraum, 
blieb an der operierten Position und rollte sich auch postoperativ nicht ein.  
Die subretinale Entfaltung des Stützgewebes war bei Untersuchungen mit dem 
natürlich vorkommenden, biologischen Material der vorderen Linsenkapsel 
problematisch. Das Biomaterial entfaltete sich subretinal nur unvollständig und 
lag auch in histologischen Schnitten aufgefaltet vor (Nicolini et al. 2000).   
Die hier untersuchte Kollagen Typ I-Membran lag in allen makroskopischen und 
mikroskopischen Untersuchungen stets glatt entfaltet vor. Sie blieb bis zu 16 
Wochen postoperativ im subretinalen Raum intakt und konnte beim 
makroskopischen Präparieren leicht identifiziert werden. Sie war auch schon 
makroskopisch in toto, glatt unter der intakten Retina abzugrenzen, die keine 
Zeichen von Einkapselung, Gefäßeinsprossung oder Einblutung aufwies.  
Die Wahl fiel auf eine Kollagenmembran, da die mechanischen Eigenschaften  
von Kollagen und Kollagen als Transplantationsmaterial bereits bestätigt 
wurden (Bhatt et al. 1994, Rothamel et al. 2006, Breithaupt-Faloppa et al. 2006, 
Thumann et al. 2006).  
Kollagen besitzt eine hohe mechanische Stabilität und unterstützt die Adhäsion 
von Zellen (Hynes et al. 2010), außerdem reagiert es immunologisch relativ 
innert (O’Brien et al. 2007). Kollagen ist ein Polypeptid mit fibrillärer Struktur, es 
besteht aus drei Polypeptidketten mit einer sich wiederholenden Sequenz aus 
Glycin, Hydroxyproline und Hydroxylysine, die eine Tripelhelix darstellen 
(Glowacki & Mizuno 2008). Aminosäuren nicht helikaler Abschnitte bilden 
Quervernetzungen, die das Kollagen stabilisieren und gegen proteolytische 
Enzyme resistenter machen (Singh et al. 2001).  
Bei Applikationsformen von Kollagen als Biomaterial werden Gammastrahlen 
oder chemische Quervernetzer eingesetzt, die die Spann- und Widerstandskraft 
des Kollagens erhöhen (Lee et al.  2001).  
Als Biomaterial wurden Kollagene in der Augenheilkunde sowohl im vorderen 
(Willoughby et al. 2002, Vrana et al. 2007) als auch im hinteren Augenabschnitt 
untersucht (Colthurst et al. 2000).   
Zudem wird es als Medikamentenabgabesystem im Auge erprobt (Ruszczak & 
Friess 2003, Malafaya et al. 2007). Solche Abgabesysteme fördern die 
Compliance, halten die therapeutische Dosis aufrecht und ökonomisieren den 
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Medikamentenverbrauch (Gilbert et al. 2003, Shah et al. 2010). Ein 
Medikamentenabgabesystem gibt über einen bestimmten Zeitraum eine 
bestimmte Dosis an ein spezifisches Gewebe ab und vermeidet damit 
systemische Nebenwirkungen (Kobsa & Saltzman 2008).  Geeignet ist diese 
Form der Applikation bei fragilen oder biologisch aktiven Wirkstoffen oder für 
schwer zugängliche Körperregionen (Janoria et al. 2007), wie den hinteren 
Augenabschnitt.   
Eine Kollagenmembran als subretinales Medikamentenabgabesystems wäre 
vorstellbar. Das Biomaterial könnte je nach Einsatzgebiet peripher oder zentral 
platziert mit Pharmaka beladene Partikeln freisetzen oder Zellen tragen, die 
Wirkstoffe abgeben. Nach der einmaligen chirurgischen Implantation könnte die 
Membran in ihrem Degradationsprozess Medikamente freisetzen und eine 
kontinuierliche, pharmakologische Therapie ermöglichen.   
Die Transplantation von Zellen auf einem Stützgewebe würde auch in einem 
einmaligen chirurgischen Eingriff durchgeführt werden, jedoch mit dem Ziel ein 
funktionsfähiges RPE zu remodellieren (Radtke et al. 2008). 
Das Stützgewebe muss biokompatibel und verträglich sein und ein passendes 
mechanisches Profil aufweisen, um dieses Ziel  zu erreichen (Niknejad et al. 
2008). Der anatomische Ort und die Immunogenität beeinflussen die potentielle 
Immunantwort und damit die Bioverträglichkeit des Transplantats (Streilein 
1990). Die hier verwendete Kollagenmembran wurde ohne Zellen implantiert, 
um jegliche Abstoßungsreaktion zu vermeiden, wie sie zum Beispiel nach der 
Transplantation von humanem, fetalem RPE auf PLG-Polymerfilm im 
Kaninchenauge gezeigt wurde (Rezai et al. 2000). 
Bei der Implantation von Fremdmaterial kommt im umgebenden Gewebe eine 
Reaktionskaskade in Gang, die abhängig ist vom Grad der Verletzung und vom 
Gewebetyp (Anderson et al. 2008). Die Frage nach der ablaufenden Reaktion 
des Organismus auf ein Biomaterial stellt sich somit nach der Art und Intensität 
einer entzündlichen Reaktion (Babensee et al. 1998).  
Bindegewebe, Leukozyten und Bestandteile des Blutplasmas reagieren bei der 
akuten Form bis zum 14. Tag p.i. mit den klassischen Kardinalsymptomen der 
Entzündung mit Ödems, Gefäßinjektion und einer vermehrten Durchblutung 
(Wenkel & Streilein 1998).   
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In unseren Untersuchungen war zu keinem Zeitpunkt  makroskopisch oder 
mikroskopisch eine Entzündungsreaktion zu beobachten, was für eine gute 
Bioverträglichkeit der Kollagenmembran im subretinalen Raum spricht.   
Heterogene Areale innerhalb der Membran, die in den makroskopischen 
Zuschnitten nach frühestens drei Wochen zu identifizieren waren, ließen sich in 
den angiografischen Aufnahmen bestätigen und sprechen für einen nicht 
entzündlichen Degradationsprozess. Die Länge der Membran lag in allen 
Beobachtungszeiträumen unverändert bei circa 1500µm Länge.  Ab der dritten 
Woche stellte sich die Folie sowohl in den HE-Färbungen, als auch in den 
Fluoreszenzaufnahmen teilweise aufgelockert und heterogen dar. Ihr 
Durchmesser lag nach sieben Tage bei ca. 10µm mit einer kompakten Struktur, 
nach 16 Wochen war die Folie insgesamt hellroter gefärbt, ca. 35µm dick und 
aufgelockert. Heterogenität und Auflockerung der Kollagenmembran sprechen 
für einen Degradationsprozess, jedoch  ohne Entzündungszeichen.  
Physiologischerweise werden Kollagenfasern durch Kollagenasen und 
Kollagenpeptidasen abgebaut, die bei einer entzündlichen Reaktion aus 
Granulozyten freigesetzt werden und kollagenes Bindegewebe einschmelzen 
(Lee et al. 2001). Granulozyten und Makrophagen führen zur Depolymerisation 
und Zerkleinerung von extrazellulären, makromolekulären Substanzen und ihre 
Präsenz dient als Indikator für die Anwesenheit resorbierbaren Materials (Esser 
et al. 1993). Mehrkernige Riesenzellen entstehen, wenn größere Partikel 
gleichzeitig von mehreren Makrophagen angegriffen werden und sind 
charakteristisch für eine Fremdkörperreaktion (Anderson at al. 2008).  Außer in 
einem Schnittbild waren in der vorliegenden Untersuchung zu keinem 
Beobachtungszeitraum Anzeichen für eine Fremdkörperreaktion zu 
beobachten, weder retinal noch choroidal. Differenzialdiagnostisch konnte in 
einem mit Merosin markierten Schnittbild zehn Wochen p.i. eine Fibroblasten 
apikal der inneren Gliagrenzschicht in Betracht gezogen werden. Der Merosin-
AK markiert Laminin II, das sowohl in Basalmembranen als auch in von 
Fibroblasten exprimierter EZM vorkommt und gibt damit Hinweise vor allem auf 
eine chronische Entzündungsreaktion (Hielmeland & Harvey 1988). Die  
chronische Entzündung stellt im Vergleich zur akuten Entzündungsreaktion 
einen schleichenden Prozess dar.  
In der Frühphase findet man im Gewebe mehrkernige Riesenzellen, lockeres 
Granulationsgewebe, Kapillareinsprossungen und Fibroblasten, die EZM mit 
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Kollagen und Laminin bilden (Kampik et al. 1988). Außerdem proliferieren 
Astrozyten, Müllerzellen und auch RPE-Zellen in diesem Reperaturprozess 
(Weller et al .1990). Ist ein Fremdkörper die Ursache wird dieser nach circa vier 
Wochen bindegewebig organisiert. Ist die vollständige Reparation nicht möglich 
und kann das zerstörte Gewebe nicht durch Parenchymzellen sondern nur 
durch kollagene Fasern ersetzt werden, spricht man von einer Narbe 
(Gabrielian et al. 1999). Diese bindegewebigen Umbauvorgänge wurden bei 
subretinalen RPE-Transplantaten direkt apikal der Transplantationsstelle 
beschrieben (Seiler & Turner 1988, Sharma 1998).  
Eine Narbenreaktion wurde in unserer Versuchsreihe nur bei einem Tier zwölf  
Wochen p.i. gefunden. Innerhalb der Narbenreaktion zeigten sich jedoch 
intakte, p75 markierte PR und Nervenfasern des N.opticus.  
Ab der fünften Woche war zwischen dem Kollagenimplantat und der ONL ein 
reaktives Gewebe zu beschreiben. Es stellte sich in den jeweiligen Färbungen 
und Schnittbildern sehr heterogen dar und bestand neben Zellkernen auch aus 
faserigen Anteilen. Dieses reaktive Gewebe wurde auch 10 Wochen p.i. in den 
immunhistochemischen Färbungen mit GFAP deutlich. In der Markierung mit 
GFAP waren Astrozyten und Müllerzellen darstellbar, deren Intermediärfilament 
das saure Gliafaserprotein ist (Lewis et al. 2003). Das reaktive Gewebe bestand 
aus fasrigen und zellulären Anteilen und zeigte eine Expression von saurem 
Gliafaserprotein, was differentialdiagnostisch Rückschlüsse auf Müllerzellen 
und astrozytäre, folglich bindegewebige Anteile zulässt. In einer pathologisch 
veränderten Retina lag das Intermediärfilament GFAP in einer zunehmenden 
Konzentration in Astrozyten (Hiscott et al. 1984) und Müllerzellen vor (Härtig et 
al. 1995), assoziiert mit einer mangelnden Sauerstoffversorgung der Retina 
(Lewis et al. 1999).  In anderen Untersuchungen war nach der Transplantation 
von RPE in den subretinalen Raum die Proliferation der Müllerzellen assoziiert 
mit einem Nachweis von Makrophagen (Gabrielian et al. 1998, Crafoord et al. 
1999).  
Eine Zunahme der immunhistochemischen Markierung mit GFAP war im 
Transplantationsgebiet der Kollagenmembran nach fünf und zwölf Wochen 
sowohl in der ILM als auch in der NFL und in der IPL  zu beschreiben.   
Deutlich markierten sich die Müllerzellen im gesamten Verlauf durch die 
Neuroretina besonders deutlich im Vergleich zu lateralen, nicht operierten 
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Arealen, was mit einer zu zunehmenden Dichte von Intermediärfilamenten in 
Müllerzellen und Astrozyten assoziiert sein kann (Allamby et al. 1997). 
Neben dieser bindegewebigen Reaktion waren ab dem siebten Tag p.i. im 
Implantationsgebiet verkürzte Außensegmente der PR zu erkennen.  
Dies wurde als nicht entzündliche Degeneration von PR beschrieben und 
manifestierte  sich auch mit einer Auflockerung und Reduzierung der Zellzahl in 
der ONL (Algvere et al. 1999). In den Beobachtungszeiträumen ab fünf Wochen 
war die ONL ganz aufgelockert und heterogen in ihrem Aufbau, während sie 
sich in Arealen direkt lateral des Transplantates kompakt und breiter als die INL 
darstellte. Diese Degeneration der PR im Transplantationsgebiet entsprach 
unseren Erwartungen und war davon abhängig, dass die Kollagenmembran 
ohne RPE implantiert wurde. Eine Funktionsfähigkeit der PR direkt am 
Transplantationsort konnte nicht gewährleistet werden. Die Membran im nur 
durch Diffusion versorgten merangiotischen Fundus der Kaninchen, stellt mit 
ihren 7µm vermutlich eine Diffusionsbarriere dar. Um diese These zu stützen, 
müssten sich aber physiologische Tests zum transmembranösen Transport 
über die Kollagenmembran anschließen.  Die Funktionsfähigkeit der PR konnte 
auch in immunhistochemische Färbungen mit dem Synaptophysin-AK, anhand 
reduzierter Synapsen zu den Müllerzellen in Frage gestellt werden. Der 
Synaptophysin-AK markierte zwölf Wochen p.i. im Transplantationsgebiet Zell-
Zellkontakte in den plexiformen Schichten, aber nicht in der äußeren 
Gliagrenzschicht (OLM). In Arealen ohne Kollagenimplantat konnte die 
Expression von Synaptophysin in der OLM dargestellt werden, was für 
synaptische Kontakte (Jang al. 2009) zwischen PR und Müllerzellendfüße 
spricht. In Untersuchungen mit dystropher Rattennetzhaut stellten sich 
degenerierende PR nach 18-30 Tagen mit dem Neurotrophin-AK p75 positiv dar 
und wurden mit einem Apoptosevorgang assoziiert  (Sheedlo et al. 2002). In 
unseren Untersuchungen markierte der AK zwölf Wochen p.i. Axonbündel der 
NFL und die unmyelinisierte Nervenfasern der Ganglienzellen. PR wurden nicht 
markiert, was für erhaltene PR spricht.  
Um bei degenerativen Erkrankungen der Retina die PR zu erhalten, muss ein 
funktionsfähiges RPE mit Bruch-Membran vorliegen. Um pathologisch 
verändertes RPE zu ersetzen müssen PE-Zellverbände auf einem passenden 
Stützgewebe implantiert werden. Dieses Stützgewebe muss biokompatibel und 
bioverträglich sein, es muss ein biomechanisches Profil aufweisen, dass die 
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Zelladhäsion fördert und es muss in Form und Größe dem Subretinalraum 
entsprechen.  
Die von uns verwendete Kollagen Typ I-Membran konnte im subretinalen Raum 
passende Eigenschaften unter Beweis stellen.  
Unsere Untersuchungen haben zeigen können, dass die Kollagenmembran 
eine exzellente Gewebeverträglichkeit und Biokompatibilität aufweist und sich 
damit sehr gut zur subretinalen Transplantation eignet.  
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6. Zusammenfassung 
In der ophthalmologischen Forschung konnte bisher keine Therapie entwickelt 
werden die degeneriertes, retinales Pigmentepithel rekonstruiert und die Einheit 
aus Photorezeptor, Pigmentepithel und Bruch-Membran erhält. Zur Trans-
plantation von Pigmentepithelzellen sind präformierte Zellverbände auf einem 
Stützgewebe nötig. In der vorliegenden in-vivo Studie am Kaninchen wurde 
eine Membran aus Kollagen Typ I subretinal transplantiert und hinsichtlich 
Verträglichkeit, Mechanik und Abbaurate untersucht. Frühere Untersuchungen 
haben zeigen können, dass auf der Membran retinale Pigmentepithelzellen 
kultiviert werden können. Da die innere Kollagenschicht der Bruch-Membran 
hauptsächlich aus Kollagen Typ I besteht entspricht das Material der Membran 
der Extrazellulärmatrix des Einsatzgebietes. Die Kollagenmembran wies mit 
einer Dicke von 7µm und als 2mm große Quadrate eine sehr gute mechanische 
Gewebeverträglichkeit auf. Durch ihre Autostabiliät konnte sie einfach 
bearbeitet werden und liess sich intraoperativ durch eine 0,9mm Sklerotomie 
subretinal platzieren. Die Membran war makroskopisch und mikroskopisch in 
allen Beobachtungszeiträumen zu detektieren. Sie zeigte bis zu 16 Wochen 
postoperativ eine intakte und flache Integration in den subretinalen Raum. Eine 
Degradation in Form von fasrigen, aufgelockerten Arealen war ab der 5. 
Wochen zu beschreiben und überwog in der 16. Woche. Zu keinem Zeitpunkt 
zeigten sich Zeichen einer akuten oder chronischen Entzündungsreaktion im 
Transplantationsgebiet. Durch die Implantation von reinem Stützgewebe konnte 
ein Erhalt der Photorezeptoren nicht gewährleistet werden. Dies war ab dem 7. 
postoperativen Tag in verkürzten Photorezeptoraußensegmenten zu 
beobachten, assoziiert mit einer reduzierten Zellzahl in der äußeren 
Körnerzellschicht. Dies zeigte sich auch bei Färbungen mit dem Synaptophysin-
Antikörper, der Zell-Zellkontakte in den plexiformen Schichten markierte, jedoch 
nicht zwischen Müllerzellendfüßen und Photorezeptoren. Der „glial fibrillary 
acidic protein“- Antikörper verdeutlichte in der gesamten Müllerzelle und in den 
Astrozyten der Nervenfaserschicht eine Zunahme von Intermediärfilamenten. 
Der p75-Antikörper markierte in der Nervenfaserschicht intakte Axone der 
Ganglienzellen. Vorliegende Untersuchungen haben zeigen können, dass die 
Kollagen Typ I-Membran eine exzellente Biokompatibilität aufweist und ein viel 
versprechendes Stützgewebe zur Rekonstruktion des Verbandes aus 
Pigmentepithel und Bruch-Membran darstellt.  
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9. Abkürzungsverzeichnis 
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BM = Basalmembran 
bzw. = beziehungsweise 
cm² = Quadratzentimeter  
CNV = Chorioidale Neovaskularisation 
dest. = destilliert 
DTAF = Dichlorotriazinylamino-Fluorescein 
EZM = Extrazellulärmatrix 
Fab = Antikörperteilstück, das das Antigen bindet 
G = Gauge 
GFAP = Glial fibrillary acidic protein 
GCL = Stratum ganglionicum nervi optici  
HE = Hämalaun und Eosin 
ILM = Stratum limitans internum, innere Gliagrenzschicht 
INL = Stratum nucleare internum, innere Körnerzellschicht 
IPE = Irispigmentepithel 
IPL = Stratum plexiforme internum 
Kg = Kilogramm 
mg = Milligramm 
min = Minuten 
ml = Milliliter  
NaCl = Natriumchlorid 
NLF = Stratum neurofibrarum 
OLM = Stratum limitans externum, äußere Gliagrenzschicht 
ONL = Stratum neuroepitheliale, äußere Körnerzellschicht  
OPL = Stratum plexiforme externum 
OP = Operation 
OS = Außensegmente der Photorezeptoren 
PE = Pigmentepithel 
p.i. = post implantationem 
PLLA = Poly-L-lactid, organische Substanz  
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PLGA = Polylactid-co-Glycolid, organische Substanz 
PR = Photorezeptor 
RPE = Retinales Pigmentepithel 
µ = Mikro 
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